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¡Por	  fin!	  Parecía	  que	  el	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RESUMEN	  	  Las	   translocaciones	  cromosómicas	  que	  aparecen	  en	  algunos	  tumores	  producen	   frecuentemente	  genes	   de	   fusión	   que	   codifican	   proteínas	   quiméricas	   con	   un	   papel	   clave	   en	   los	   procesos	   de	  oncogénesis.	  Varios	  trabajos	  recientes	  han	  descrito	  una	  fusión	  génica	  BCR-­‐JAK2	  en	  pacientes	  con	  leucemia	  mieloide	  crónica	  y	  aguda,	  pero	  hasta	  ahora	  no	  había	  estudios	  sobre	  la	  caracterización	  funcional	  de	  esta	  nueva	  proteína	  quimérica.	  
En	  este	  trabajo	  hemos	  usado	  las	  técnicas	  de	  hibridación	  fluorescente	  in	  situ	  (FISH)	  y	  RT-­‐PCR	  para	  describir	  un	  gen	  de	  fusión	  BCR-­‐JAK2	  en	  un	  paciente	  con	  leucemia	  aguda	  linfoblástica	  (LAL).	  BCR-­‐JAK2	   codifica	   una	   proteína	   que	   contiene	   el	   dominio	   de	   oligomerización	   de	   BCR	   fusionado	   al	  dominio	   tirosín-­‐quinasa	   de	   JAK2.	   El	   análisis	   in	   vitro	   de	   transfectantes	   transitorios	  mostró	   que	  esta	   proteína	   se	   localiza	   en	   el	   citoplasma.	   Posteriormente,	   comprobamos	   que	   la	   línea	  prolinfocítica	  de	  ratón	  Ba/F3	  transducida	  con	  vectores	  retrovirales	  que	  portan	  BCR-­‐JAK2	  se	  hace	  independiente	   de	   factores	   de	   crecimiento	   para	   proliferar	   debido	   a	   la	   activación	   constitutiva	  subsiguiente	  de	  STAT5,	  que	  trasloca	  al	  núcleo	  y	  activa	  la	  transcripción	  de	  genes	  diana	  como	  Bcl-­‐
xL,	  Osm	   y	  Socs2.	   Las	   células	  primarias	  de	   ratón	  que	  expresan	  BCR-­‐JAK2	   también	  muestran	  una	  mayor	  capacidad	  de	  proliferación	  y	  supervivencia.	  Por	  último,	  el	  tratamiento	  de	  la	   línea	  celular	  de	  ratón	  Ba/F3	  con	  el	   inhibidor	  de	   JAK2	  TG101209	  demostró	  que	  este	  es	  capaz	  de	  suprimir	   la	  fosforilación	  de	  BCR-­‐JAK2	  y	  por	   tanto	  de	  STAT5,	  de	  modo	  que	  se	  reduce	   la	  expresión	  de	  genes	  diana	   y	   se	   activa	   el	   programa	   de	   muerte	   celular	   programada	   por	   apoptosis.	   Estos	   hallazgos	  sugieren	  que	  los	  pacientes	  adultos	  e	  infantiles	  con	  leucemia	  BCR-­‐ABL-­‐	  o	  sobreexpresión	  de	  JAK2	  podrían	  beneficiarse	  de	  estas	  terapias	  moleculares	  dirigidas.	  Así,	  BCR-­‐JAK2	  es	  una	  nueva	  tirosín-­‐quinasa	  con	  actividad	  transformadora	  que	  confiere	  independencia	  de	  estímulos	  para	  proliferar	  y	  sobrevivir	  y	  que	  puede	  ser	  inhibida	  por	  el	  compuesto	  TG101209.	  	  
Para	   estudiar	   las	   propiedades	   oncogénicas	   de	   BCR-­‐JAK2	   in	   vivo	   realizamos	   ensayos	   de	  tumorogénesis	  en	  ratones	  inmunodeficientes,	  que	  demostraron	  que	  las	  células	  Ba/F3	  BCR-­‐JAK2	  son	   capaces	   de	   generar	   tumores	   subcutáneos.	   Posteriormente,	   hemos	   generado	   un	  modelo	   de	  leucemogénesis	   basado	   en	   el	   trasplante	   de	   progenitores	   de	   médula	   ósea	   con	   vectores	  retrovirales.	   Este	   modelo	   ha	   demostrado	   que	   la	   expresión	   de	   BCR-­‐JAK2	   en	   el	   compartimento	  hematopoyético	  conduce	  a	  un	  síndrome	  mieloproliferativo	  fatal	  con	  un	  período	  de	  latencia	  de	  25	  a	   190	   días	   y	   una	   supervivencia	   del	   48%.	   Los	   animales	   trasplantados	   también	   mostraron	  síntomas	   típicos	   como	   leucocitosis,	   esplenomegalia,	   aumento	   de	   la	   población	   mieloide	   y	  presencia	  de	  progenitores	  mieloides	  tanto	  en	  sangre	  periférica	  como	  médula	  ósea.	  	  
En	   conjunto,	   todos	   estos	   datos	   demuestran	   las	   propiedades	   oncogénicas	   de	  BCR-­‐JAK2	   tanto	   in	  


























ABSTRACT	  	  Chromosomal	   translocations	   in	   tumors	   frequently	   produce	   fusion	   genes	   coding	   for	   chimeric	  proteins	  with	  a	  key	  role	  in	  oncogenesis.	  Recent	  reports	  described	  a	  BCR-­‐JAK2	  fusion	  gene	  in	  fatal	  chronic	   and	   acute	   myeloid	   leukemia,	   but	   the	   functional	   behavior	   of	   the	   chimeric	   protein	  remained	  uncharacterized.	  	  
We	  used	  fluorescence	   in	  situ	  hybridization	  and	  reverse	  transcription	  polymerase	  chain	  reaction	  (RT-­‐PCR)	   assays	   to	   describe	   a	  BCR-­‐JAK2	   fusion	   gene	   from	   a	   patient	   with	   acute	   lymphoblastic	  leukemia.	   The	   patient	   has	   been	   in	   complete	   remission	   for	   six	   years	   following	   treatment	   and	  autologous	  transplantation,	  and	  minimal	  residual	  disease	  was	  monitored	  by	  real-­‐time	  RT-­‐PCR.	  	  
BCR-­‐JAK2	   codes	   for	   a	   protein	   containing	   the	   BCR	   oligomerization	   domain	   fused	   to	   the	   JAK2	  tyrosine-­‐kinase	  domain.	  In	  vitro	  analysis	  of	  transfected	  cells	  showed	  that	  BCR-­‐JAK2	  is	  located	  in	  the	   cytoplasm.	   Transduction	   of	   murine	   prolymphocytic	   Ba/F3	   cells	   with	   retroviral	   vectors	  carrying	  BCR-­‐JAK2	  induced	  IL-­‐3-­‐independent	  cell	  growth,	  constitutive	  activation	  of	  the	  chimeric	  protein	  as	  well	  as	  STAT5	  phosphorylation	  and	  translocation	  to	  the	  nuclei,	  where	  Bcl-­‐xL,	  Osm	  and	  
Socs2	   gene	  expression	  was	  elicited.	  Primary	  mouse	  progenitor	  cells	   transduced	  with	  BCR-­‐JAK2	  also	   showed	   increased	   proliferation	   and	   survival.	   Finally,	   treatment	   with	   the	   JAK2	   inhibitor	  TG101209	  abrogated	  BCR-­‐JAK2	  and	  STAT5	  phosphorylation,	  decreased	   target	   gene	  expression	  and	   triggered	   apoptosis	   of	   transformed	   Ba/F3	   cells.	   These	   findings	   suggest	   that	   adult	   and	  pediatric	  patients	  with	  BCR-­‐ABL-­‐	   leukemia	  and	  JAK2	  overexpression	  may	  benefit	   from	  targeted	  therapies.	   Therefore,	   BCR-­‐JAK2	   is	   a	   novel	   tyrosine-­‐kinase	   with	   transforming	   activity.	   It	  deregulates	  growth	  factor-­‐dependent	  proliferation	  and	  cell	  survival,	  which	  can	  be	  abrogated	  by	  the	  TG101209	  inhibitor.	  	  
Moreover,	   transformed	  Ba/F3	  cells	  developed	   tumors	  when	   injected	  subcutaneously	   into	  nude	  mice,	   thus	   proving	   the	   tumorigenic	   capacity	   of	   BCR-­‐JAK2	   in	   vivo.	   In	   order	   to	   prove	   BCR-­‐JAK2	  leukemogenic	   properties	   in	   vivo,	   we	   developed	   a	   retrovirally-­‐transduced	   bone	   marrow	  trasplantation	   animal	   model.	   This	   system	   has	   shown	   that	   expression	   of	   BCR-­‐JAK2	   in	   the	  hematopoietic	  compartment	  leads	  to	  a	  fatal	  myeloproliferative	  neoplasm	  with	  an	  onset	  period	  of	  25	   to	   190	   days	   and	   an	   overall	   survival	   rate	   of	   48%.	   These	   trasplanted	  mice	   also	   showed	   key	  features	   in	   these	   malignancies	   such	   as	   leukocytosis,	   splenomegaly,	   increased	   myeloid	  populations	   and	   the	   presence	   of	   immature	  myeloid	   progenitors	   both	   in	   peripheral	   blood	   and	  bone	  marrow.	  
























































































ADN	   	   Ácido	  desoxirribonucleico	  
ADNc	   	   Ácido	  desoxirribonucleico	  complementario	  
AR	   Artritis	  reumatoide	  
ARN	   	   Ácido	  ribonucleico	  
ARNm	   	   Ácido	  ribonucleico	  mensajero	  
AZA	   5-­‐aza-­‐citidina	  
bp	   Base-­‐Pairs,	  pares	  de	  bases	  
CMH	   	   Célula	  madre	  hematopoyética	  
CMH-­‐CP	   	   Célula	  madre	  hematopoyética	  a	  corto	  plazo	  
CMH-­‐LP	  	  	   Célula	  madre	  hematopoyética	  a	  largo	  plazo	  
DAPI	   4’,6-­‐diamidino-­‐2-­‐fenilindol	  diclorhidrato	  
DMSO	  	   	   Dimetilsulfóxido	  
EGFP	   Enhanced	  Green	  Fluorescent	  Protein,	  proteína	  verde	  fluorescente	  mejorada	  
EPO	   Eritropoyetina	  
EpoR	   Receptor	  de	  EPO	  
ET	   Essential	  thromocytemia,	  trombocitemia	  esencial	  
FDA	   Food	  and	  Drug	  Agency,	  Agencia	  de	  Alimentos	  y	  Medicamentos	  
FISH	   Fluorescence	  In	  Situ	  Hybridization,	  hibridación	  in	  situ	  de	  fluorescencia	  
FS	   Forward	  Scatter,	  dispersión	  frontal	  
GAS	   Gamma	  Activated	  Sequence,	  secuencia	  activada	  gamma	  
GH	   Growth	  Hormone,	  hormona	  de	  crecimiento	  
Gy	   Gray	  
Hb	   Hemoglobina	  
IB	   Immunoblot,	  inmunorevelado	  
IFN	   Interferón	  
IL-­‐3	   Interleuquina	  3	  
IL-­‐5	   Interleuquina	  5	  
IP	   Inmunoprecipitación	  
IRES	   Internal	  Ribosome	  Entry	  Site,	  sitio	  interno	  de	  entrada	  para	  el	  ribosoma	  
ISRE	   Interferon-­‐Stimulated	  Response	  Element,	  elemento	  de	  respuesta	  estimulado	  por	  interferón	  
JAK	   Janus	  Kinase,	  quinasa	  Jano	  
kb	   Kilobase	  
kDa	   Kilodalton	  
KO	   Knock-­‐Out,	  deficiente	  
LAL	   Leucemia	  aguda	  linfoblástica	  
LMA	   Leucemia	  mieloide	  aguda	  
LMC	   Leucemia	  mieloide	  crónica	  
LNC	   Leucemia	  neutrofílica	  crónica	  
LSK	   Lin-­‐	  Sca-­‐1+	  c-­‐kit+	  	  
LTR	   	   Long	  Terminal	  Repeat,	  repetición	  terminal	  larga	  
MF	   Mielofibrosis	  
MO	   Médula	  ósea	  
NK	   	   Célula	  Natural	  Killer	  	  
NOD/SCID	   Non	  Obese	  Diabetic/Severe	  Combined	  Immunodeficiency,	  Diabético	  no	  obeso/Inmunodeficiencia	  combinada	  severa	  
PCM	   	   Progenitor	  común	  mieloide	  
PCR	   Polymerase	  Chain	  Reaction,	  reacción	  en	  cadena	  de	  la	  polimerasa	  
PEM	   	   Progenitor	  eritroide-­‐megacariocítico	  
PGM	   	   Progenitor	  granulo-­‐macrofágico	  
Ph’+	   Cromosoma	  Philadelphia	  
PV	   Policitemia	  vera	  
RMC	   Remisión	  molecular	  completa	  
RT-­‐PCR	   Retrotranscriptase-­‐Polymerase	  Chain	  Reaction,	  Retrotranscriptasa-­‐Reacción	  en	  cadena	  de	  la	  polimerasa	  
RV	   Retrovirus	  
SH	   Src	  Homology,	  homología	  Src	  
SLAM	   Signaling	  Lymphocytic	  Activation	  Molecule,	  molécula	  de	  activación	  en	  señalización	  linfocitaria	  
SP	   Sangre	  periférica	  
SS	   Side	  Scatter,	  dispersión	  lateral	  
STAT	   Signal	  Transducer	  And	  Activator	  Of	  Transcription,	  transductor	  de	  señales	  y	  activador	  de	  la	  transcripción	  
TBP	   TATA	  Binding	  Protein,	  proteína	  de	  unión	  a	  caja	  TATA	  
Th	   T	  Helper	  Lymphocyte,	  linfocito	  T	  de	  ayuda	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ADN	   	   Ácido	  desoxirribonucleico	  
ADNc	   	   Ácido	  desoxirribonucleico	  complementario	  
AR	   Artritis	  reumatoide	  
ARN	   	   Ácido	  ribonucleico	  
ARNm	   	   Ácido	  ribonucleico	  mensajero	  
AZA	   5-­‐aza-­‐citidina	  
bp	   Base-­‐Pairs,	  pares	  de	  bases	  
CMH	   	   Célula	  madre	  hematopoyética	  
CMH-­‐CP	   	   Célula	  madre	  hematopoyética	  a	  corto	  plazo	  
CMH-­‐LP	  	  	   Célula	  madre	  hematopoyética	  a	  largo	  plazo	  
DAPI	   4’,6-­‐diamidino-­‐2-­‐fenilindol	  diclorhidrato	  
DMSO	  	   	   Dimetilsulfóxido	  
EGFP	   Enhanced	  Green	  Fluorescent	  Protein,	  proteína	  verde	  fluorescente	  mejorada	  
EPO	   Eritropoyetina	  
EpoR	   Receptor	  de	  EPO	  
ET	   Essential	  thromocytemia,	  trombocitemia	  esencial	  
FDA	   Food	  and	  Drug	  Agency,	  Agencia	  de	  Alimentos	  y	  Medicamentos	  
FISH	   Fluorescence	  In	  Situ	  Hybridization,	  hibridación	  in	  situ	  de	  fluorescencia	  
FS	   Forward	  Scatter,	  dispersión	  frontal	  
GAS	   Gamma	  Activated	  Sequence,	  secuencia	  activada	  gamma	  
GH	   Growth	  Hormone,	  hormona	  de	  crecimiento	  
Gy	   Gray	  
Hb	   Hemoglobina	  
IB	   Immunoblot,	  inmunorevelado	  
IFN	   Interferón	  
IL-­‐3	   Interleuquina	  3	  
IL-­‐5	   Interleuquina	  5	  
IP	   Inmunoprecipitación	  
IRES	   Internal	  Ribosome	  Entry	  Site,	  sitio	  interno	  de	  entrada	  para	  el	  ribosoma	  
ISRE	   Interferon-­‐Stimulated	  Response	  Element,	  elemento	  de	  respuesta	  estimulado	  por	  interferón	  
JAK	   Janus	  Kinase,	  quinasa	  Jano	  
kb	   Kilobase	  
kDa	   Kilodalton	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KO	   Knock-­‐Out,	  deficiente	  
LAL	   Leucemia	  aguda	  linfoblástica	  
LMA	   Leucemia	  mieloide	  aguda	  
LMC	   Leucemia	  mieloide	  crónica	  
LNC	   Leucemia	  neutrofílica	  crónica	  
LSK	   Lin-­‐	  Sca-­‐1+	  c-­‐kit+	  	  
LTR	   	   Long	  Terminal	  Repeat,	  repetición	  terminal	  larga	  
MF	   Mielofibrosis	  
MO	   Médula	  ósea	  
NK	   	   Célula	  Natural	  Killer	  	  
NOD/SCID	   Non	  Obese	  Diabetic/Severe	  Combined	  Immunodeficiency,	  Diabético	  no	  obeso/Inmunodeficiencia	  combinada	  severa	  
PCM	   	   Progenitor	  común	  mieloide	  
PCR	   Polymerase	  Chain	  Reaction,	  reacción	  en	  cadena	  de	  la	  polimerasa	  
PEM	   	   Progenitor	  eritroide-­‐megacariocítico	  
PGM	   	   Progenitor	  granulo-­‐macrofágico	  
Ph’+	   Cromosoma	  Philadelphia	  
PV	   Policitemia	  vera	  
RMC	   Remisión	  molecular	  completa	  
RT-­‐PCR	   Retrotranscriptase-­‐Polymerase	  Chain	  Reaction,	  Retrotranscriptasa-­‐Reacción	  en	  cadena	  de	  la	  polimerasa	  
RV	   Retrovirus	  
SH	   Src	  Homology,	  homología	  Src	  
SLAM	   Signaling	  Lymphocytic	  Activation	  Molecule,	  molécula	  de	  activación	  en	  señalización	  linfocitaria	  
SP	   Sangre	  periférica	  
SS	   Side	  Scatter,	  dispersión	  lateral	  
STAT	   Signal	  Transducer	  And	  Activator	  Of	  Transcription,	  transductor	  de	  señales	  y	  activador	  de	  la	  transcripción	  
TBP	   TATA	  Binding	  Protein,	  proteína	  de	  unión	  a	  caja	  TATA	  
Th	   T	  Helper	  Lymphocyte,	  linfocito	  T	  de	  ayuda	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1.-­‐	  Organización	  y	  jerarquía	  del	  sistema	  hematopoyético	  	  El	  tejido	  hematopoyético	  es	  un	  sistema	  altamente	  organizado,	  jerarquizado	  y	  regulado	  en	  varios	  niveles	   por	   factores	   de	   transcripción,	   mecanismos	   epigenéticos,	   factores	   de	   crecimiento	   e	  interacciones	   con	   células	   estromales	   del	   propio	   nicho	   hematopoyético.	   Las	   células	   que	   lo	  conforman	   se	   ajustan	   a	   una	   estructura	   piramidal	   donde	   las	   células	   madre	   hematopoyéticas	  (CMH,	   del	   inglés	  Hematopoietic	  Stem	  Cell)	   son	   las	   que	   generan	   progenitores	   comprometidos	   a	  linaje	  linfoide	  (Kondo	  et	  al.,	  1997)	  y	  mieloide	  (Akashi	  et	  al.,	  2000),	  que	  darán	  lugar	  a	  más	  de	  10	  tipos	   de	   células	  maduras	   que	   incluyen	   eritrocitos,	  megacariocitos/plaquetas,	   células	  mieloides	  (monocitos/macrófagos	   y	   granulocitos),	   células	   T,	   células	   B,	   células	   NK	   y	   células	   dendríticas	  (Figura	  1).	  Cada	  estadío	  de	  maduración	  se	  define	  por	  la	  expresión	  de	  determinados	  antígenos	  de	  superficie	  que	  sirven	  para	  caracterizar	  las	  poblaciones	  y	  su	  estado	  de	  diferenciación.	  
	  
	  
Figura	  1:	  Representación	  esquemática	  de	  la	  jerarquización	  del	  sistema	  hematopoyético.	  Se	  muestran	  tres	  niveles	  de	  diferenciación:	  células	  madre,	  células	  progenitoras	  comprometidas	  a	  uno	  o	  varios	   linajes	  y	  células	  maduras	  y	  funcionales.	  Modificado	  de	  Soderberg	  y	  col.	  (Soderberg	  et	  al.,	  2009).	  	  
Este	   modelo	   asume	   que	   los	   progenitores	   intermedios	   son	   multipotentes	   y	   darán	   lugar	   a	  progenitores	  comprometidos	  a	  un	  linaje,	  que	  se	  diferenciarán	  finalmente	  a	  células	  maduras.	  Cada	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progenitor	  posee	  un	  patrón	  de	  expresión	  distinto,	  de	  tal	  forma	  que	  cuando	  adquiere	  un	  fenotipo	  maduro	   ya	   no	   es	   posible	   cambiar	   su	   estado	   de	   diferenciación	   de	   forma	   natural	   debido	   a	   la	  pérdida	  de	  plasticidad	  y	  capacidad	  de	  automantenimiento	  (Soderberg	  et	  al.,	  2009).	  
En	  mamíferos	  las	  CMH	  residen	  en	  la	  médula	  ósea,	  que	  es	  el	  principal	  órgano	  donde	  tiene	  lugar	  la	  hematopoyesis	  del	  adulto	  y	  por	  tanto	  la	  generación	  de	  todos	  los	  tipos	  celulares	  de	  la	  sangre.	  Sin	  embargo,	  durante	  el	  desarrollo	  embrionario	  y	  fetal	   las	  CMH	  se	  localizan	  en	  múltiples	  órganos	  y	  regiones:	   en	   las	   primeras	   etapas	   pueden	   encontrarse	   en	   el	   saco	   vitelino	   y	   aorta-­‐gonadal-­‐mesonefros	  (AGM);	  más	  tarde	  la	  hematopoyesis	  tiene	  lugar	  en	  el	  hígado	  fetal,	  donde	  las	  CMH	  se	  expanden	   y	   diferencian	   para	   migrar	   al	   timo	   y	   al	   bazo.	   Cerca	   del	   final	   de	   la	   gestación	   la	  hematopoyesis	  del	  hígado	  y	  bazo	  concluye	  con	  la	  migración	  de	  las	  CMH	  a	  la	  médula	  ósea,	  donde	  permanecerán	  durante	  toda	  la	  vida	  adulta	  (Tavian	  and	  Peault,	  2005,	  Peault	  and	  Tavian,	  2003).	  
	  
1.1.-­‐	  Células	  madre	  hematopoyéticas	  (CMHs)	  	  Las	  principales	  características	  que	  definen	  a	  una	  célula	  madre	  hematopoyética	  son:	  
• Automantenimiento	   a	   lo	   largo	   de	   divisiones	   celulares	   de	   carácter	   asimétrico.	   Esta	  característica	   permite	   a	   las	   células	   redistribuir	   el	   citoplasma	   de	   forma	   desigual	   en	   las	  células	  hijas,	  de	  forma	  que	  una	  permanece	  en	  el	  nicho	  manteniendo	  las	  características	  de	  la	   célula	  madre	   y	   la	   otra	   entra	   en	   procesos	   de	   diferenciación	   (Blank	   et	   al.,	   2008).	   Las	  células	  madre	  hematopoyéticas	  generan	  todos	  los	  tipos	  celulares	  circulantes	  en	  la	  sangre	  periférica,	   que	   tienen	  una	  vida	  media	  muy	   limitada,	  por	   lo	  que	   se	  necesita	   asegurar	   la	  producción	  continua	  de	  grandes	  cantidades	  de	  células.	  Precisamente	  estas	  capacidades	  definen	   a	   las	   células	   madre	   hematopoyéticas	   a	   largo	   plazo	   (CMH-­‐LP),	   que	   tienen	   una	  elevada	   capacidad	  de	   autorenovación	  y	   son	   capaces	  de	  mantener	   la	  hematopoyesis	  de	  forma	   sostenida	   en	   el	   tiempo.	   Existe	   otro	   subconjunto	   de	   células	   que	   también	   puede	  generar	   células	   de	   cualquier	   estirpe	   sanguínea	   pero	   cuya	   capacidad	   de	   renovación	   es	  restringida	   y	   sólo	   pueden	   mantener	   la	   hematopoyesis	   in	   vivo	   durante	   un	   periodo	  limitado:	  son	  las	  células	  madre	  hematopoyéticas	  a	  corto	  plazo	  (CMH-­‐CP).	  
• Multipotencialidad	   para	   dar	   lugar	   a	   todos	   los	   tipos	   celulares.	   En	   el	   desarrollo	  hematopoyético	   la	   multipotencialidad	   se	   va	   perdiendo	   poco	   a	   poco	   a	   medida	   que	   los	  progenitores	   se	   van	   comprometiendo	   a	   linajes	   específicos.	   En	   la	   figura	   1	   se	   puede	  apreciar	   que	   existen	   progenitores	   pluripotentes	   (CMH-­‐LP	   y	   CMH-­‐CP)	   y	   oligopotentes	  (PCL	  y	  PCM).	  
• Estado	   de	   quiescencia	   en	   situación	   de	   homeostasis	   hematopoyética.	   Sin	   embargo,	   en	  situaciones	   de	   estrés	   las	   CMHs	   salen	   de	   su	   estado	   quiescente	   para	   expandirse	   y	  diferenciarse	   rápidamente,	   y	   de	   esta	   forma	   volver	   a	   alcanzar	   la	   homeostasis.	   Esta	  propiedad	   de	   las	   CMHs	   no	   sólo	   es	   importante	   en	   la	   protección	   y	   mantenimiento	   del	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reservorio,	   sino	   que	   es	   crítica	   también	   en	   la	   protección	   de	   las	   CMHs	   frente	   a	   la	  acumulación	   de	   mutaciones	   asociadas	   a	   la	   replicación	   del	   ADN	   celular	   (Orford	   and	  Scadden,	  2008).	  	  
1.2.-­‐	  Células	  madre	  y	  progenitores	  hematopoyéticos	  de	  ratón	  	  El	  primer	  abordaje	  de	  purificación	  de	  CMHs	  de	  médula	  ósea	  de	  ratón	  se	  realizó	  por	  citometría	  de	  flujo	   multicolor	   y	   dio	   como	   resultado	   una	   población	   con	   fenotipo	   Thy-­‐1low,	   Lin-­‐	   y	   Sca-­‐1+,	   que	  representa	  un	  0,5%	  del	  total	  (Spangrude	  et	  al.,	  1988).	  	  Más	  tarde	  se	  identificó	  como	  marcador	  la	  molécula	  c-­‐kit,	  también	  denominada	  CD117	  (Ikuta	  and	  Weissman,	  1992).	  
Las	   células	  madre	   hematopoyéticas	   de	   ratón	   con	   capacidad	   de	   reconstitución	   a	   largo	   plazo	   se	  definen	  por	  el	  fenotipo	  Lin-­‐,	  Sca-­‐1+	  y	  c-­‐kit+,	  por	  lo	  que	  se	  conoce	  a	  este	  subtipo	  celular	  como	  LSK	  (Ikuta	  and	  Weissman,	  1992).	  	  
Años	   después	   se	   identificaron	   CMHs	   de	   ratones	   adultos	   en	   la	   fracción	   CD34-­‐	   de	   médula	   ósea	  (Osawa	  et	  al.,	  1996)	  y	  se	  reseñó	  que	  el	  receptor	  tirosina	  kinasa	  de	  tipo	  III	  (Flt3/Flk2)	  podría	  ser	  muy	   útil	   a	   la	   hora	   de	   discriminar	   poblaciones	   de	   CMHs.	   También	   se	   ha	   observado	   que	   la	  expresión	  de	  Flt3	  va	  asociada	  a	  una	  pérdida	  de	  automantenimiento	  de	  las	  CMHs	  (Adolfsson	  et	  al.,	  2001).	  
A	  partir	  de	  estos	  estudios	   iniciales	  se	  han	   ido	  redefiniendo	   las	  CMHs	  de	  ratón	  en	   función	  de	   la	  ampliación	   con	   nuevos	   marcadores	   de	   superficie.	   Sólo	   algunas	   LSK	   tienen	   capacidad	   de	  reconstitución	  a	  largo	  plazo,	  y	  Weissman	  propuso	  que:	  
• las	  CMH-­‐LP	  tienen	  un	  fenotipo	  LSK	  CD34-­‐	  Flk2-­‐	  Thylow	  
• las	  CMH-­‐CP	  tienen	  un	  fenotipo	  LSK	  CD34+	  Flk2-­‐	  Thylow	  
Posteriormente	  se	  ha	  demostrado	  que	  los	  miembros	  de	   la	   familia	  SLAM	  (Signaling	  Lymphocytic	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Figura	  2:	  Esquema	  de	  los	  marcadores	  de	  diferenciación	  de	  CMHs	  y	  progenitores	  hematopoyéticos	  de	  
ratón	   en	   el	   modelo	   de	   hematopoyesis	   jerarquizada.	   Se	   muestran	   las	   poblaciones	   de	   células	   madre	  hematopoyéticas	  (CMH)	  y	  progenitores,	  definidas	  en	  función	  de	  los	  marcadores	  que	  expresa	  en	  superficie,	  denominado	   código	   SLAM.	   PCM,	   progenitor	   común	   mieloide;	   PCL,	   progenitor	   común	   linfoide;	   PEM,	  progenitor	  eritroide-­‐megacariocítico;	  PGM,	  progenitor	  granulomacrofágico.	  Adaptado	  de	  Seita	  y	  Weissman	  (Seita	  and	  Weissman,	  2010).	  	  
Se	  ha	  descrito	  que	  las	  vías	  de	  JAK/STAT,	  la	  vía	  de	  PI3	  quinasa	  y	  la	  vía	  de	  MAP	  quinasas	  son	  las	  rutas	  más	  implicadas	  en	  los	  procesos	  de	  diferenciación	  y	  proliferación	  de	  la	  hematopoyesis	  (Ward	  et	  al.,	  2000,	  Polak	  and	  Buitenhuis,	  2012,	  Geest	  and	  Coffer,	  2009).	  
	  
2.-­‐	  Vía	  de	  señalización	  de	  JAK/STAT	  	  Las	  vías	  de	  señalización	  que	  median	  la	  transmisión	  de	  información	  entre	  células	  son	  esenciales	  en	   los	   procesos	   de	   crecimiento,	   desarrollo	   y	   homeostasis,	   y	   su	   desregulación	   implica	  enfermedades	   en	   numerosos	   casos.	   La	   vía	   de	   JAK/STAT	   (Janus	   Tyrosine	   Kinase/Signal	  
Transducer	  and	  Activator	  of	  Transcription)	  es	  una	  cascada	  de	  señalización	  con	  un	  papel	  clave	  en	  procesos	  como	  la	  proliferación	  celular	  y	  la	  hematopoyesis.	  	  
La	   ruta	   comienza	   con	   la	   unión	   al	   receptor	   de	   una	   gran	   variedad	   de	   ligandos	   entre	   los	   que	   se	  encuentran	  hormonas	  (GH,	  hormona	  de	  crecimiento;	  EPO,	  eritropoietina),	  citoquinas	  (IFN,	  IL-­‐3,	  IL-­‐5	  )	  y	  factores	  de	  crecimiento	  (GM-­‐CSF)	  (Figura	  3).	  La	  unión	  de	  ligando	  es	  el	  estímulo	  necesario	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para	   acoplar	   a	   los	   JAKs	   al	   dominio	   intracelular	   del	   receptor,	   de	   modo	   que	   se	   produce	   una	  fosforilación	  cruzada	  de	  ciertos	  residuos	  de	  tirosina.	  Esta	   fosforilación	  conlleva	   la	  dimerización	  de	   las	   moléculas	   STAT,	   que	   de	   esta	   forma	   son	   capaces	   de	   translocar	   al	   núcleo,	   donde	  interaccionan	   con	   el	   ADN	   y	   activan	   la	   transcripción	   de	   ciertos	   genes	   diana	   relacionados	   con	  procesos	  de	  supervivencia	  y	  proliferación.	  
La	   familia	   de	   proteínas	   STAT	   tiene	   un	   papel	   central	   en	   la	   transducción	   de	   señales	   desde	   el	  exterior	   de	   la	   célula	   hasta	   el	   interior	   del	   núcleo	   en	   respuesta	   a	   determinados	   factores	   y	  regulando	  muchos	  aspectos	  relacionados	  con	  el	  crecimiento,	  la	  supervivencia	  y	  el	  desarrollo.	  Son	  activadas	   por	   las	   proteínas	   JAK	   y	   su	   desacoplamiento	   está	   muy	   asociado	   a	   la	   formación	   de	  tumores,	   procesos	   de	   angiogénesis	   e	   incluso	   inmunosupresión,	   como	   demuestran	   los	   trabajos	  con	  ratones	  deficientes	  en	  estas	  proteínas,	  que	  presentan	  anomalías	  en	  el	  desarrollo	  del	  sistema	  inmune,	  la	  tolerancia	  inmunológica	  y	  la	  vigilancia	  del	  crecimiento	  tumoral	  (Akira,	  1999).	  
	  
	  
Figura	   3:	  Modelo	   esquemático	   de	   la	   vía	   de	   señalización	   JAK/STAT.	  El	   receptor	  de	  membrana	  une	  el	  ligando	  y	   recluta	   a	   JAK,	   que	   es	   capaz	  de	   fosforilarse	   y	   fosforilar	   a	   STAT.	   STAT-­‐P	   es	   capaz	  de	  dimerizar	   y	  	  translocar	   al	   núcleo	   celular	   para	   activar	   la	   transcripción	   de	   un	   programa	   génico	   relacionado	   con	   la	  supervivencia	  y	  la	  proliferación.	  En	  verde	  y	  azul	  aparecen	  las	  moléculas	  de	  la	  vía	  de	  PI3K	  y	  MAP	  quinasas,	  que	   también	   se	   activan	   y	   participan	   en	   distintos	   procesos	   de	   la	   hematopoyesis.	   	   L:	   ligando.	   Adaptado	   de	  Goffin	  y	  colaboradores	  (Goffin	  et	  al.,	  2005).	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2.1.-­‐	  Estructura	  de	  las	  proteínas	  JAK	  	  En	   mamíferos,	   la	   familia	   de	   JAK	   está	   formada	   por	   4	   miembros:	   JAK1,	   JAK2,	   JAK3	   y	   TYK2.	   La	  estructura	  tridimensional	  de	   los	  4	  miembros	  de	  esta	   familia	   todavía	  no	  ha	  sido	  completamente	  resuelta	  debido	  a	  que	  son	  proteínas	  grandes	  de	  más	  de	  1100	  aminoácidos	  con	  pesos	  moleculares	  aparentes	  de	  120-­‐140	  kDa,	  lo	  que	  hace	  complicado	  expresar	  y	  purificar	  la	  proteína	  cristalizada.	  La	   estructura	   primaria	   revela	   que	   existen	   7	   dominios	   de	   homología	   identificados	   (JH),	  numerados	  desde	  el	  extremo	  C-­‐terminal	  hasta	  el	  N-­‐terminal	  (Figura	  4).	  
El	  dominio	  JH1	  es	  el	  dominio	  tirosín-­‐quinasa,	  donde	  reside	  la	  actividad	  catalítica	  de	  la	  proteína.	  Se	   han	   identificado	   varios	   sitios	   de	   autofosforilación	   en	   tirosinas	   dentro	   de	   este	   dominio,	   con	  diferentes	   implicaciones	   funcionales:	   en	   el	   caso	   de	   JAK2,	   la	   mutación	   en	   Y1007	   elimina	   la	  actividad	  quinasa	  de	   la	   proteína	   (Feng	   et	   al.,	   1997)	   y	   la	   convierte	   en	  una	   candidata	   ideal	   para	  terapias	   moleculares	   dirigidas.	   El	   dominio	   JH2	   es	   el	   dominio	   pseudo-­‐quinasa	   y	   carece	   de	  actividad	   catalítica	  pero	   tiene	  una	   función	   reguladora	  esencial.	  Esta	  arquitectura	  en	   tándem	  es	  característica	  de	  las	  proteínas	  JAK	  y	  se	  convierte	  en	  motivo	  de	  su	  nombre	  en	  honor	  a	  Jano,	  dios	  romano	   con	   dos	   cabezas	   enfrentadas	   (ver	   portada).	   Se	   han	   descrito	   numerosas	   mutaciones	  dentro	  de	  este	  dominio	  que	  anulan	  la	  actividad	  quinasa	  (Chen	  et	  al.,	  2000,	  Saharinen	  et	  al.,	  2000).	  En	   la	   proteína	   JAK2	   de	   mamíferos	   se	   ha	   demostrado	   que	   ciertas	   mutaciones	   inducidas	  experimentalmente	   pueden	   aumentar	   la	   actividad	   quinasa	   basal,	   pero	   también	   anular	   la	  activación	  dependiente	  de	  ligando	  (Saharinen	  and	  Silvennoinen,	  2002).	  
El	   extremo	   amino	   terminal	   posee	   un	   dominio	   de	   similitud	   a	   SH2	   (JH3-­‐JH4),	   y	   un	   dominio	   de	  homologia	   FERM	   (4.1,	   Ezrina,	   Radixina,	   Moesina)	   (JH6-­‐JH7).	   Este	   último	   tiene	   un	   tamaño	  aproximado	   de	   300	   aminoácidos	   y	   está	   implicado	   en	   mediar	   interacciones	   con	   proteínas	  transmembrana	   tales	   como	   receptores	   de	   citoquinas.	   Determinados	   JAKs	   juegan	   un	   papel	  importante	  en	  la	  regulación	  de	  la	  expresión	  de	  receptores	  de	  algunas	  citoquinas	  (EPO,	  IFN)	  en	  la	  superficie	  celular	  (Velazquez	  et	  al.,	  1992,	  Huang	  et	  al.,	  2001).	  
	  
	  
Figura	  4:	  Representación	  esquemática	  de	   los	  dominios	  de	   las	  proteínas	   JAK.	  En	  la	  parte	  superior	  se	  representan	   los	   dominios	   bioquímicos	   y	   en	   bloques	   de	   color	   los	   dominios	   funcionales.	   En	   amarillo	   se	  muestran	   los	   sitios	   de	   fosforilación.	   Adaptada	   de	   Vainchenker	   y	   Constantinescu	   (Vainchenker	   and	  Constantinescu,	  2013)	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2.2.-­‐	  Localización	  y	  función	  de	  las	  proteínas	  JAK	  	  En	  mamíferos	  JAK1,	  JAK2	  y	  TYK2	  poseen	  una	  expresión	  ubicua,	  mientras	  que	  JAK3	  se	  restringe	  predominantemente	  a	  células	  hematopoyéticas	  y	  está	  muy	  regulada	  por	  el	  desarrollo	  celular	  y	  la	  activación	  (Musso	  et	  al.,	  1995).	  A	  nivel	  subcelular	  se	  encuentran	  en	  el	  citosol,	  donde	  ejecutan	  su	  actividad	   tirosín-­‐quinasa,	   pero	   también	   se	   pueden	   localizar	   en	   endosomas	   y	   la	   membrana	  plasmática,	  cerca	  de	  sus	  receptores	  específicos.	  Por	  último,	  también	  se	  ha	  descrito	  su	  localización	  en	  el	  núcleo	  celular,	  debido	  a	  su	  capacidad	  para	  fosforilar	  la	  histona	  H3	  (Hurd	  et	  al.,	  2009).	  
El	   análisis	   fenotípico	   de	   ratones	   deficientes	   para	   los	   distintos	   JAKs	   ha	   sido	   fundamental	   para	  entender	   su	   papel	   fisiológico,	   y	   en	   todos	   los	   casos	   presentan	   deficiencias	   en	   señalización	   por	  citoquinas.	  Los	  ratones	  deficientes	  en	   JAK1	  y	   JAK2	  son	   letalmente	  embrinarios	  por	  defectos	  en	  motoneuronas	  (Rodig	  et	  al.,	  1998)	  o	  fallos	  en	  la	  eritropoyesis	  (Parganas	  et	  al.,	  1998,	  Neubauer	  et	  al.,	  1998)	  mientras	  que	  los	  ratones	  deficientes	  en	  JAK3	  exhiben	  un	  fenotipo	  SCID	  (Nosaka	  et	  al.,	  1995).	  Los	  ratones	  deficientes	  en	  TYK2	  conllevan	  hipersensibilidad	  frente	  a	  infecciones	  debido	  a	  la	  ausencia	  de	  respuesta	  inflamatoria	  (Karaghiosoff	  et	  al.,	  2000).	  
2.3.-­‐	  Estructura	  de	  las	  proteínas	  STAT	  	  En	  mamíferos	  existen	  7	  miembros:	  STAT1,	  STAT2,	  STAT3,	  STAT4,	  STAT5a,	  STAT5b	  y	  STAT6.	  En	  su	   mayoría	   poseen	   una	   longitud	   de	   aproximadamente	   750-­‐800	   aminoácidos,	   y	   mientras	   que	  STAT2	   y	   STAT6	   carecen	   de	   residuo	   serina	   en	   el	   extremo	   C-­‐terminal,	   los	   otros	  miembros	   sí	   lo	  poseen	   (Duncan	   et	   al.,	   1997).	   Todos	   los	   STATs	   tienen	   en	   común	   una	   serie	   de	   dominios	  estructurales	   conservados,	   desde	   el	   extremo	   N-­‐terminal	   hasta	   el	   C-­‐terminal:	   dominio	   de	  interacción	  dímero-­‐dímero,	  dominio	  hélice-­‐hélice	  (coiled-­‐coil),	  dominio	  de	  unión	  a	  ADN,	  dominio	  SH2	  (Src-­‐homology	  2)	  y	  dominio	  de	  transactivación	  (Figura	  5).	  
	  
Figura	   5:	   Representación	   esquemática	   de	   la	   estructura	   molecular	   de	   las	   proteínas	   STAT.	   Las	  proteínas	  STAT	  poseen	  varios	  dominios	  conservados.	  El	  extremo	  amino-­‐terminal	  (N)	  representa	  el	  dominio	  hélice-­‐hélice	  que	  participa	  en	  la	  dimerización,	  tras	  el	  cual	  poseen	  un	  dominio	  de	  unión	  a	  ADN.	  El	  dominio	  SH2	   posee	   un	   residuo	   de	   tirosina	   (pY)	   cuya	   fosforilación	   permite	   la	   dimerización	   de	   los	   STATs.	   Excepto	  STAT2	   y	   STAT6,	   el	   resto	   de	   proteínas	   de	   la	   familia	   posee	   un	   residuo	   de	   serina	   (pS)	   en	   el	   dominio	   de	  transactivación,	  cuya	  longitud	  es	  variable	  entre	  los	  miembros	  de	  la	  familia.	  Modificada	  de	  Yu	  y	  Jove	  (Yu	  and	  Jove,	  2004).	  
	   23	  
El	   dominio	   de	   unión	   a	  ADN	   es	   estructuralmente	   parecido	   a	   los	   dominios	   de	   unión	   a	  ADN	   tipo	  inmunoglobulina,	   y	   reconoce	   dos	   tipos	   de	   motivos	   en	   el	   ADN:	   el	   motivo	   ISRE	   (Interferon	  
Stimulated	  Response	  Elements,	   	   cuya	   secuencia	   de	   consenso	   es:	   AGTTTNCNTTTCC)	   y	   el	  motivo	  GAS	   (Gamma-­‐Activated	   Sequence,	   cuya	   secuencia	   de	   consenso	   es:	   TTCNNNGAA)	   (Chen	   et	   al.,	  1998).	  
El	  dominio	  SH2	  es	  el	  más	  altamente	  conservado	  y	  tiene	  como	  función	  unir	  la	  molécula	  de	  STAT	  al	  receptor	   fosforilado	   y	   a	   su	   vez	   ser	   fosforilado	   en	   residuos	   tirosina	   (Schindler,	   2002).	   Esta	  fosforilación	   determina	   la	   dimerización	  mediante	   la	   interacción	   fosfotirosina-­‐SH2	   entre	   ambas	  moléculas	  de	   STAT	  y	   es	   determinante	  para	   formar	   la	   estructura	   tridimensional	   necesaria	   para	  unirse	  al	  ADN.	  
El	  dominio	  de	  transactivación	  posee	  residuos	  de	  serina	  que	  pueden	  ser	  fosforilados,	  de	  tal	  forma	  que	  son	  capaces	  de	  promover	  la	  actividad	  transcripcional	  y	  producir	  un	  aumento	  en	  la	  expresión	  génica	  (David	  et	  al.,	  1995b).	  
	  
2.4.-­‐	  Funciones	  de	  los	  STATs	  	  Las	  funciones	  de	  cada	  miembro	  de	  esta	  familia	  han	  sido	  ampliamente	  estudiadas:	  
STAT1	  se	  considera	  importante	  en	  señalización	  de	  interferones	  tipo	  I	  y	  II	  (Darnell	  et	  al.,	  1994).	  (Tanaka	  et	   al.,	   1998)	  También	   tiene	   funciones	  en	   la	   regulación	  de	   la	  apoptosis	  dependiente	  de	  TNF/caspasas	  (Tanaka	  et	  al.,	  1998).	  
STAT2	   está	   implicada	   en	   la	   señalización	   de	   interferones	   (Darnell	   et	   al.,	   1994)	   y	   requiere	   de	  STAT1	   y	   p48	   para	   formar	   el	   complejo	   ISGF3	   e	   interaccionar	   con	   el	   ADN	   (Bluyssen	   and	   Levy,	  1997).	  
STAT3	  es	  activada	  por	  citoquinas	  que	  señalizan	  a	  través	  de	  receptores	  con	  la	  subunidad	  gp130.	  Tiene	   un	   papel	   esencial	   en	   la	   respuesta	   anti-­‐inflamatoria	   inducida	   por	   IL-­‐10	   (Chapman	   et	   al.,	  1999).	   Su	  deleción	   en	  distintos	   tipos	   celulares	   tiene	   efectos	  muy	  heterogéneos,	   aunque	   a	  nivel	  sistémico	  es	  letal	  embrionario	  (Takeda	  et	  al.,	  1997).	  
STAT4	  está	  implicada	  en	  señalización	  vía	  IL-­‐12	  (Thierfelder	  et	  al.,	  1996)	  y	  producción	  de	  IFN-­‐γ	  por	  parte	  de	  células	  no	  linfoides	  (Kaplan	  et	  al.,	  1996).	  
STAT5	   presenta	   dos	   variantes	   como	   consecuencia	   de	   dos	   genes,	   STAT5a	   y	   STAT5b,	   con	   alta	  homología	  (96%)	  pero	  con	  funciones	  específicas	  para	  cada	  proteína.	  Los	  ratones	  deficientes	  en	  
STAT5a	   presentan	   ausencia	   de	   desarrollo	   de	   la	   glándula	   mamaria	   dependiente	   de	   prolactina	  (Nakajima	   et	   al.,	   1997),	   mientras	   que	   los	   deficientes	   en	   STAT5b	   acusan	   un	   retraso	   en	   el	  dimorfismo	  sexual	  y	  defectos	  en	  la	  regulación	  de	  la	  expresión	  génica	  hepática	  dependiente	  de	  la	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hormona	   de	   crecimiento,	   GH	   (Growth	  Hormone)	   (Udy	   et	   al.,	   1997).	   Los	   ratones	   deficientes	   en	  ambos	   genes	   son	   letales	   poco	   después	   de	   su	   nacimiento	   por	   defectos	   en	   la	   hematopoyesis	  (Teglund	  et	  al.,	  1998).	  
STAT6	  es	  crítico	  en	  la	  diferenciación	  de	  linfocitos	  al	  tipo	  Th2.	  Regula	  la	  expresión	  de	  factores	  de	  transcripción	  GATA3	  y	  c-­‐Maf	  (implicados	  en	  la	  función	  Th2	  y	  la	  remodelación	  de	  la	  cromatina	  en	  el	   locus	  IL-­‐4)	  (Hou	  et	  al.,	  1994).	  Su	  deficiencia	  está	  asociada	  con	  un	  incremento	  de	  la	  respuesta	  inmune	  frente	  a	  tumores.	  	  
	  
2.5.-­‐	  Genes	  diana	  de	  los	  STATs	  	  En	  la	  transducción	  de	  señales	  desde	  el	  exterior	  de	  la	  célula	  hasta	  el	  mismo	  núcleo	  el	  objetivo	  es	  poner	  en	  funcionamiento	  un	  programa	  genético	  específico	  para	  poder	  responder	  a	  los	  estímulos.	  En	   situación	  basal	   los	  mecanismos	  de	   transducción	  de	   señales	   están	   finamente	   regulados	  para	  garantizar	   una	   expresión	   génica	   adecuada,	   pero	   en	   el	   contexto	   patológico	   de	   STATs	   activados	  constitutivamente	   encontramos	   un	   aumento	   en	   la	   expresión	   de	   genes	   clave	   para	   iniciar	   o	  mantener	   la	   transformación	  celular.	  Los	  genes	  diana	  de	  STAT5	  son	  especialmente	   interesantes	  porque	  son	  activados	  por	  la	  señalización	  de	  JAK2,	  y	  están	  implicados	  bien	  en	  ciclo	  celular	  o	  bien	  en	  apoptosis:	  
C-­‐myc	  controla	  la	  diferenciación	  terminal	  del	  ciclo	  en	  estado	  post-­‐mitótico	  (Yu	  and	  Jove,	  2004)	  y	  se	  ha	  encontrado	  sobreexpresión	  de	  este	  gen	  en	  numerosas	  neoplasias	  humanas	   (Li	  and	  Dang,	  1999).	  STAT3	  y	  STAT5	  son	  los	  encargados	  de	  regular	  el	  gen	  c-­‐myc	  (Bromberg	  et	  al.,	  1999,	  Lord	  et	  al.,	  2000),	  y	  hay	  estudios	  con	  líneas	  celulares	  linfoides	  que	  demuestran	  que	  el	  uso	  de	  inhibidores	  específicos	  de	  BCR-­‐ABL	  inhiben	  STAT5	  y	  producen	  concomitantemente	  una	  regulación	  negativa	  de	  c-­‐myc	  (Huang	  et	  al.,	  2002b).	  
CICLINA	  D1	  regula	  la	  progresión	  en	  el	  ciclo	  celular	  asociándose	  con	  las	  quinasas	  dependientes	  de	  ciclina	   (CDK).	   La	   expresión	   de	   esta	   proteína	   se	   encuentra	   alterada	   en	   numerosas	   neoplasias	  debido	   a	   la	   activación	   constitutiva	   de	   diferentes	   factores	   de	   transcripción.	   Por	   ejemplo,	   las	  células	   que	   expresan	   STAT3C	   (Bromberg	   et	   al.,	   1999)	   también	   muestran	   elevados	   niveles	   de	  expresión	  de	  Ciclina	  D1.	  Otros	  estudios	  con	  modelos	   in	  vitro	   emplean	  dominantes	  negativos	  de	  STAT5	   para	   confirmar	   que	   participa	   en	   la	   regulación	   de	   las	   ciclinas	  D1	   y	  D2	   (de	   Groot	   et	   al.,	  2000).	  
Los	  genes	  de	  la	  familia	  Bcl-­‐2	  han	  demostrado	  jugar	  un	  papel	  extraordinariamente	  importante	  en	  la	   oncogénesis	   debido	   a	   su	   función	   antiapoptótica.	  BCL-­‐XL	   es	   diana	   de	   STAT3	   y	   STAT5	   según	  varios	   estudios	   (Catlett-­‐Falcone	   et	   al.,	   1999,	   Grandis	   et	   al.,	   2000).	   STAT5	   puede	   conferir	   a	   las	  células	  resistencia	  a	  la	  apoptosis	  gracias	  al	  aumento	  en	  los	  niveles	  de	  BCL-­‐XL	  (Socolovsky	  et	  al.,	  1999),	   y	   se	   ha	   demostrado	   que	   bloqueando	   la	   actividad	   de	   BCR-­‐ABL	   en	   líneas	   celulares	   de	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leucemia	  mieloide	   crónica	   se	   consigue	   suprimir	   la	   expresión	  de	  BCL-­‐XL	   dependiente	  de	  STAT5	  (Horita	  et	  al.,	  2000).	  
El	  gen	  Cis,	  cuyo	  producto	  proteico	  es	  miembro	  de	  la	  familia	  SOCS	  y	  por	  tanto	  regula	  la	  vía	  (como	  reseñamos	  más	  adelante),	  también	  es	  activado	  por	  un	  grupo	  de	  citoquinas	  que	  incluye	  IL-­‐2,	  IL-­‐3	  y	  eritropoyetina	   (EPO)	  vía	  STAT5	  (Matsumoto	  et	  al.,	  1997).	  Esta	  proteína	  contiene	  un	  dominio	  SH2	  y	  es	  capaz	  de	  unirse	  a	  los	  receptores	  de	  EPO	  e	  IL-­‐3,	  de	  forma	  que	  la	  expresión	  forzada	  de	  Cis	  en	  líneas	  celulares	  es	  capaz	  de	  suprimir	  la	  activación	  inducida	  por	  citoquinas	  de	  STAT5.	  Así,	  Cis	  posee	   un	   papel	   fundamental	   en	   la	   regulación	   de	   la	   vía	   puesto	   que	   modula	   positiva	   y	  negativamente	  la	  función	  de	  STAT5	  (Matsumoto	  et	  al.,	  1997).	  
El	   gen	  Osm	   (Oncostatin-­‐M)	   también	   fue	   identificado	   en	   este	   último	   trabajo	   aunque	   había	   sido	  previamente	  descrito	  como	  gen	  de	  respuesta	  temprana	  inducido	  por	  citoquinas	  a	  través	  de	  la	  vía	  JAK/STAT5	  (Yoshimura	  et	  al.,	  1996).	  	  
Otro	   caso	   de	   regulador	   negativo	   de	   la	   vía	   que	   su	   vez	   es	   gen	   diana	   de	   STAT	   sería	   Socs2,	   cuya	  estructura	  proteica	  es	  similar	  a	  la	  de	  CIS	  (Endo	  et	  al.,	  1997,	  Starr	  et	  al.,	  1997).	  Se	  ha	  hipotetizado	  que	  actúa	  como	  regulador	  negativo	  en	  las	  vías	  GH-­‐STAT5b	  e	  IGF-­‐1	  (Metcalf	  et	  al.,	  2000),	  aunque	  su	   papel	   fisiológico	   necesita	   ser	   aclarado	   con	  más	   profundidad.	   La	   expresión	   de	   Socs2	   sólo	   se	  induce	  por	  GH	  vía	  STAT5b	  (Greenhalgh	  et	  al.,	  2002).	  
	  
2.6.-­‐	  Regulación	  de	  la	  vía	  JAK/STAT	  	  Existen	   varias	   familias	   de	   moléculas	   implicadas	   en	   los	   procesos	   de	   regulación	   de	   la	   vía	   de	  JAK/STAT:	  
SOCS	   (supressors	  of	   cytokine	   signaling)	   Es	   una	   familia	   de	   8	   miembros:	   CIS	   (cytokine	   inducible	  
SH2-­‐domain	  protein)	  y	  las	  proteínas	  SOCS1,	  SOCS2,	  SOCS3,	  SOCS4,	  SOCS5,	  SOCS6	  y	  SOCS7,	  de	  las	  que	  sólo	   las	  cuatro	  primeras	  han	  sido	  ampliamente	  estudiadas.	  Su	  acción	  consiste	  en	   inhibir	   la	  via	   JAK/STAT	   mediante	   el	   clásico	   mecanismo	   de	   retroalimentación	   negativa	   (Greenhalgh	   and	  Hilton,	   2001).	   Pueden	   inhibir	   el	   estímulo	   de	   las	   citoquinas	   de	   varias	   maneras:	   SOCS1	   puede	  unirse	  directamente	   a	   JAK	  a	   través	  del	   dominio	   SH2	   (Endo	  et	   al.,	   1997,	  Naka	   et	   al.,	   1997);	  CIS	  compite	  con	  STAT	  por	  el	  sitio	  de	  unión	  en	  el	  receptor	  (Ram	  and	  Waxman,	  2000);	  mientras	  tanto,	  SOCS3	  requiere	   la	  unión	  al	  receptor	  de	  citoquinas	  activado	  (Nicholson	  et	  al.,	  2000).	  Por	  último,	  también	  pueden	  degradar	  proteínas	  de	  señalización	  via	  ubiquitinización-­‐proteosoma	  (Zhang	  et	  al.,	  1999).	  
PIAS	  (protein	  inhibitor	  of	  activated	  STAT)	  Es	  una	   familia	  de	  4	  miembros:	  PIAS1,	  PIAS3,	  PIASX	  y	  PIASY.	  Poseen	  dominios	  que	  les	  permiten	  unirse	  a	  regiones	  de	  cromatina	  que	  interaccionan	  con	  la	  matriz	  nuclear,	  y	  pueden	  estar	  involucradas	  en	  la	  organización	  de	  la	  cromatina	  y	  la	  expresión	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génica	  (Aravind	  and	  Koonin,	  2000).	  La	  interacción	  de	  PIAS	  con	  STATs	  está	  gobernada	  con	  cierta	  especificidad	   (Greenhalgh	  and	  Hilton,	  2001)	  y	  es	  dependiente	  del	   estímulo	  por	   citoquinas.	   Son	  varios	  los	  mecanismos	  de	  acción	  de	  esta	  familia:	  inhibición	  de	  la	  unión	  de	  STATs	  a	  ADN	  (Liu	  et	  al.,	  1998)	   o	   reclutamiento	   de	   histona-­‐deacetilasas	   que	   actúan	   como	   moléculas	   co-­‐represoras	  (Tussie-­‐Luna	  et	  al.,	  2002).	  
Tirosín-­‐fosfatasas:	   Son	   varias	   las	   proteínas	   fosfatasas	   que	   pueden	   defosforilar	   componentes	  activados	   de	   la	   vía	   JAK/STAT.	   Así,	   SHP-­‐1	   (SH2	  Protein-­‐1)	   es	   capaz	   de	   defosforilar	   tanto	   JAK2	  (Klingmuller	   et	   al.,	   1995)	   como	   JAK1	   (David	   et	   al.,	   1995a);	   SHP-­‐2	   estaría	   implicada	   en	   la	  defosforilación	   de	   JAKs	   y	   también	   de	   STATs	   a	   nivel	   citoplásmico	   (Wu	   et	   al.,	   2002);	   otras	  fosfatasas	  implicadas	  en	  la	  vía	  son	  CD45,	  PTP1B	  y	  TC45.	  
Modificaciones	   post-­‐traduccionales:	   Tanto	   las	   proteínas	   JAK	   como	   las	   STAT	   pueden	   sufrir	  modificaciones	  post-­‐traduccionales	  aparte	  de	  la	  fosforilación	  en	  tirosina.	  Así,	  JAK2	  puede	  entrar	  en	   la	   vía	   de	   ubiquitinización-­‐proteosoma	   tanto	   in	   vitro	   como	   in	   vivo	   (Ungureanu	   et	   al.,	   2002).	  Otras	  modificaciones	  que	  pueden	  sufrir	  estas	  proteínas	  son:	  	  
• Conjugación	   con	   ISG15	   (Interferon	   Stimulated	  Gene	  15)	   (Malakhova	   et	   al.,	   2003),	   que	  actúa	  por	  retroalimentación	  positiva.	  
• Metilación	  de	  residuos	  de	  arginina	  en	  STAT1,	  que	  incrementa	  su	  unión	  a	  DNA	  (Mowen	  et	  al.,	  2001).	  
• Acetilación	   por	   CBP/p300	   de	   STAT6,	   que	   aumenta	   su	   actividad	   trancripcional	  (Shankaranarayanan	  et	  al.,	  2001).	  
	  
2.7.-­‐	  JAKs	  en	  situación	  patológica:	  mutaciones	  activadoras	  y	  proteínas	  de	  fusión	  	  La	   desregulación	   de	   la	   vía	   JAK/STAT	   ha	   sido	   descrita	   en	   una	   gran	   variedad	   de	   enfermedades	  hematológicas	   y	   muy	   especialmente	   en	   patologías	   de	   estirpe	   mieloide.	   Estos	   eventos	   pueden	  tener	   un	   papel	   clave	   en	   los	   procesos	   de	   iniciación	   y	   progresión	   de	   las	   distintas	   enfermedades	  debido	  a	  que	  esta	  vía	  desarrolla	  un	  papel	  central	  en	  la	  señalización	  celular	  (Chen	  et	  al.,	  2012).	  
El	  desacoplamiento	  de	  la	  vía	  puede	  deberse	  a	  mutaciones	  o	  a	  reordenamientos	  del	  gen	  con	  otros	  genes.	  Las	  mutaciones	  descritas	  en	  la	  literatura	  se	  acumulan	  en	  el	  dominio	  pseudoquinasa,	  y	  una	  de	   las	   más	   importantes	   es	   la	   que	   convierte	   el	   residuo	   617	   de	   valina	   a	   fenilalanina:	   JAK2V617F	  (James	   et	   al.,	   2005a,	   Kralovics	   et	   al.,	   2005,	   Levine	   et	   al.,	   2005,	   Baxter	   et	   al.,	   2005)	   que	   se	   ha	  asociado	   a	   neoplasias	   mieloproliferativas	   como	   policitemia	   vera	   (PV),	   trombocitemia	   esencial	  (ET)	  y	  mielofibrosis	  (MF).	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La	   PV	   es	   el	   resultado	   de	   una	   expansión	   clonal	   de	   un	   progenitor	   pluripotente	   comprometido	   a	  linaje	   mieloide	   que	   cursa	   con	   eritrocitosis,	   aumento	   de	   riesgo	   por	   trombosis,	   trombocitosis,	  leucocitosis	  y	  esplenomegalia	  (Levine	  and	  Gilliland,	  2007).	  
La	   carga	   alélica	  de	   JAK2V617F	   juega	  un	  papel	   crítico	   a	   la	  hora	  de	  determinar	  distintos	   fenotipos	  para	   la	  misma	  mutación,	   y	   tanto	   los	  modelos	   en	   ratones	   transgénicos	   como	   los	   casos	   clínicos	  apoyan	  el	  modelo	  de	  gen-­‐dosis	  en	  el	  que	  altas	  cargas	  alélicas	  conllevan	  un	  fenotipo	  de	  policitemia	  vera	   (PV)	   mientras	   que	   una	   reducción	   de	   esa	   carga	   implicaría	   trombocitosis	   esencial	   (ET)	  (Levine	   and	   Gilliland,	   2008).	   Se	   han	   descrito	   también	   distintos	   reordenamientos	   de	   JAK2	   que	  resultan	   en	   proteínas	   de	   fusión	   tales	   como	   TEL-­‐JAK2	   (Peeters	   et	   al.,	   1997,	   Lacronique	   et	   al.,	  1997),	   PCM1-­‐JAK2	   (Reiter	   et	   al.,	   2005,	  Murati	   et	   al.,	   2005,	   Bousquet	   et	   al.,	   2005),	   SSBP2-­‐JAK2	  (Poitras	   et	   al.,	   2008)	   y	   SEC31A-­‐JAK2	   (Van	   Roosbroeck	   et	   al.,	   2011).	   Estas	   translocaciones	  producen	   neoplasias	   de	   estirpe	   linfoide	   y	  mieloide,	   y	   se	   han	   caracterizado	   funcionalmente	   de	  forma	  exhaustiva	  con	  objeto	  de	  determinar	  si	  en	  estos	  casos	  es	  adecuado	  el	  uso	  de	  inhibidores	  de	  tirosín-­‐quinasas	  como	  terapia	  molecular	  dirigida	  (Pardanani,	  2008).	  
Una	   de	   las	   más	   recientemente	   descritas	   es	   BCR-­‐JAK2,	   fruto	   de	   una	   translocación	  t(9;22)(p24;q11)	  (Griesinger	  et	  al.,	  2005).	  Posteriormente	  se	  han	  descrito	  otros	  7	  casos	  con	  este	  gen	  de	  fusión	  (Cirmena	  et	  al.,	  2008,	  Lane	  et	  al.,	  2008,	  Impera	  et	  al.,	  2011,	  Elnaggar	  et	  al.,	  2012,	  Xu	  et	   al.,	   2013,	   Cuesta-­‐Dominguez	   et	   al.,	   2012,	   Bellesso	   et	   al.,	   2013),	   entre	   los	   que	   se	   incluye	   el	  descrito	   en	   este	   trabajo.	   Se	   han	   reseñado	   5	   tipos	   distintos	   de	   patología	   asociada	   a	   este	  reordenamiento,	   siempre	   de	   naturaleza	   hematopoyética:	   leucemia	   mieloide	   crónica	   atípica	   (2	  casos),	   leucemia	   mieloide	   crónica	   (3	   casos),	   leucemia	   mieloide	   aguda	   (1	   caso),	   neoplasia	  mieloproliferativa	  (1	  caso)	  y	  leucemia	  aguda	  linfoblástica	  (1	  caso).	  
	  
2.8.-­‐	  Papel	  de	  los	  factores	  de	  transcripción	  STAT	  en	  la	  transformación	  celular	  y	  la	  
oncogénesis	  	  Aunque	  la	  vía	  JAK/STAT	  no	  interviene	  directamente	  en	  procesos	  moleculares	  asociados	  al	  cáncer	  tales	   como	   la	   reparación	   del	   ADN	   o	   la	   regulación	   del	   ciclo	   celular,	   sí	   tiene	   un	   papel	   en	   la	  oncogénesis	  debido	  al	  desacomplamiento	  que	  pueden	  producir	  los	  STATs	  en	  ésta	  y	  otras	  vías	  de	  señalización.	   Además	   los	   STATs	   también	   tienen	   un	   efecto	   en	   la	   prevención	   de	   la	   apoptosis,	  señalización	  de	  diversos	  factores	  de	  crecimiento	  y	  angiogénesis,	  procesos	  estrechamente	  ligados	  a	  la	  oncogénesis.	  
Conociendo	   el	   papel	   que	   tienen	   los	   STATs	   en	   la	   regulación	   de	   las	   funciones	   de	   las	   células	  hematopoyéticas	   es	   lógico	   pensar	   que	   un	   fallo	   en	   esta	   vía	   puede	   tener	   un	   profundo	   impacto	  biológico	   y	   conllevar	   el	   desencadenamiento	   de	   una	   neoplasia	   hematológica.	   STAT3	   y	   STAT5	  intervienen	  en	  el	  control	  de	  la	  hematopoyesis	  de	  diferentes	  formas:	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• STAT3	  es	  clave	  para	  la	  diferenciación	  de	  células	  mieloides	  (Minami	  et	  al.,	  1996).	  
• STAT5	  también	  se	  ha	  relacionado	  con	  la	  diferenciación	  mieloide	  (Nosaka	  et	  al.,	  1999)	  de	  modo	  que	  su	  actividad	  antiapoptótica	  es	  clave	  en	  las	  últimas	  etapas	  de	  la	  diferenciación	  granulo-­‐macrofágica.	  	  
La	   literatura	   publicada	   a	   este	   respecto	   pone	   de	   manifiesto	   varios	   escenarios	   que	   pueden	  desencadenar	  un	  proceso	  neoplásico	  en	  el	  compartimento	  hematopoyético:	  
• ACTIVACION	  CONSTITUTIVA	  DE	  LOS	  FACTORES	  DE	  TRANSCRIPCIÓN	  STAT	  El	   estado	   de	   fosforilación	   de	   los	   STATs,	   y	   por	   tanto	   su	   activación,	   es	   limitado	   en	  condiciones	   fisiológicas.	   Sin	   embargo,	   se	   ha	   descubierto	   que	   en	   el	   contexto	   patológico	  están	  constitutivamente	  activos	  en	  el	  núcleo,	  alterando	  el	  programa	  génico	  de	   la	  célula	  tumoral.	  Esto	  se	  ha	  descrito	   fundamentalmente	  para	  STAT1,	  STAT3	  y	  STAT5	  (Buettner	  et	  al.,	  2002).	  
STAT1	  está	  constitutivamente	  activo	  en	  neoplasias	  hematológicas	  (Aronica	  et	  al.,	  1996,	  Kirito	  and	  Komatsu,	  2002,	  Weber-­‐Nordt	  et	  al.,	  1996).	  La	  activación	  constitutiva	  de	  STAT3	  se	  descubrió	  en	  un	  trabajo	  (Bromberg	  et	  al.,	  1999,	  Sternberg	  and	  Gilliland,	  2004)	  en	  el	  que	  una	  forma	  mutada	  llamada	  STAT3C	  era	  capaz	  de	  dimerizar	   en	   ausencia	   de	   fosforilación	   en	   tirosinas	   y	   así	   transformar	   fibroblastos	   en	  cultivo	  generando	  tumores	  en	  un	  modelo	  in	  vivo.	  Esta	  activación	  se	  ha	  descrito	  tanto	  en	  tumores	  sólidos	  como	  en	  leucemias	  y	  linfomas	  (Sternberg	  and	  Gilliland,	  2004).	  
STAT5	  tiene	  un	  papel	  fundamental	  en	  la	  patogénesis	  de	  leucemias	  y	  linfomas,	  donde	  se	  halla	   también	  constitutivamente	  activa	   (Benekli	  et	  al.,	  2003,	  Ward	  et	  al.,	  2000).	  Se	  han	  encontrado	  también	  varias	   formas	  recombinantes	  de	  STAT5	  que	  contienen	  mutaciones	  activadoras	  que	  inducen	  proliferación	  celular	  independiente	  de	  citoquinas	  (Onishi	  et	  al.,	  1998).	  
• ACTIVACIÓN	  CONSTITUTIVA	  DE	  TIROSÍN-­‐QUINASAS	  ONCOGÉNICAS	  Las	   tirosín-­‐quinasas	   activadas	   se	   encuentran	   entre	   las	   proteínas	   oncogénicas	   más	  frecuentes	  en	  células	  tumorales	  (Krause	  and	  Van	  Etten,	  2005).	  	  Una	   familia	  de	   tirosín-­‐quinasas	   implicada	  en	   la	  activación	  constitutiva	  de	   las	  proteínas	  STAT	  es	  la	  de	  las	  Src	  quinasas.	   	  Se	  ha	  descrito	  la	  activación	  constitutiva	  de	  STAT3	  en	  la	  línea	  fibroblástica	  de	  ratón	  NIH3T3	  transformada	  por	  el	  oncogén	  v-­‐Src	  (Yu	  et	  al.,	  1995).	  También	  se	  ha	  demostrado	  que	  JAK1	  y	  Src	  colaboran	  para	  activar	  STAT3	  en	  esa	  misma	  línea	  (Sinibaldi	  et	  al.,	  2000).	  La	   familia	   de	   quinasas	   ABL	   (Abelson	   leukemia	   protein)	   también	   está	   implicada	   en	   la	  activación	  constitutiva	  de	   los	  STATs.	  STAT1	  y	  STAT5	  aparecen	  activados	  por	  v-­‐ABL	  en	  linfocitos	   pre-­‐B	   transformados	   (Danial	   et	   al.,	   1995,	  Danial	   et	   al.,	   1998),	   requiriendo	   la	  interacción	   con	   JAK1.	   Es	   interesante	   destacar	   que	   si	   se	  muta	   en	   v-­‐ABL	   el	   dominio	   de	  interacción	  con	  JAK1	  no	  se	  produce	  transformación	  (Danial	  et	  al.,	  1998).	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También	   se	  pueden	  encontrar	   traslocaciones	  que	   implican	  a	  ABL,	   como	   la	  que	   fusiona	  con	   el	   gen	   BCR	   (breakpoint	   cluster	   region)	   en	   la	   translocación	   t(9;22)	   dando	   lugar	   al	  cromosoma	   Philadelphia	   (Ph’),	   presente	   en	   un	   altísimo	   porcentaje	   de	   pacientes	   con	  leucemia	  mieloide	   crónica	   (LMC)	   (Muller	   et	   al.,	   1991).	   Además	   se	   ha	   encontrado	   esta	  traslocación	   en	   pacientes	   con	   leucemia	   aguda	   linfoblástica	   (LAL)	   y	   en	   leucemia	  neutrofílica	   crónica	   (LNC).	   Aunque	   en	   principio	   se	   consideraba	   que	   el	   único	   papel	   de	  BCR	   era	   el	   que	   le	   confería	   su	   dominio	   de	   oligomerización	   (McWhirter	   et	   al.,	   1993),	   se	  han	  descrito	  otras	  funciones	  como	  su	  actividad	  quinasa	  (Maru	  and	  Witte,	  1991),	  además	  de	   la	   existencia	   de	   un	   dominio	   de	   unión	   a	   factores	   de	   intercambio	   de	   guanina	   (GEF,	  
guanine	   nucleotide	   exchange	   factor)	   que	   permite	   su	   interacción	   con	   proteínas	   como	  CDC42,	   DBL	   y	   VAV	   (Ron	   et	   al.,	   1991,	   Adams	   et	   al.,	   1992).	   Dependiendo	   del	   punto	   de	  rotura	   del	   gen	   BCR	   pueden	   generarse	   tres	   proteínas	   de	   distintos	   pesos	   moleculares:	  p210,	  p230	  y	  p190	  (Figura	  6).	  	  	  
	  
Figura	  6:	  Representación	  esquemática	  de	  los	  puntos	  de	  rotura	  de	  BCR	  y	  los	  exones	  que	  dan	  
lugar	  a	  las	  proteínas	  BCR-­‐ABLp190	  (m	  BCR),	  BCR-­‐ABLp210	  (M	  BCR)	  y	  BCR-­‐ABLp230	  (μ	  BCR).	  El	  punto	  de	  rotura	  en	  ABL	  es	  único	  y	  conserva	  los	  exones	  2-­‐11	  en	  las	  tres	  isoformas.	  	  	  BCR-­‐ABLp210	   y	   BCR-­‐ABLp190	   son	   capaces	   de	   fosforilar	   en	   tirosina	   a	   STAT5,	   y	   en	  menor	  medida	   STAT1	   y	   STAT3	   (Ilaria	   and	   Van	   Etten,	   1996).	   La	   interacción	   entre	   BCR-­‐ABL	   y	  STAT5	  se	  ha	  demostrado	  mediante	  deleciones	  en	   los	  dominios	  SH2	  y	  SH3	  de	  BCR-­‐ABL	  que	  impiden	  la	  activación	  de	  STAT5	  (Klejman	  et	  al.,	  2002).	  En	  otros	  trabajos	  se	  hace	  uso	  de	   dominantes	   negativos	   de	   STAT5	   o	   inhibidores	   selectivos	   de	   BCR-­‐ABL	   en	   líneas	  celulares	   transformadas	   por	   esta	   fusión	   génica,	   de	   manera	   que	   disminuyen	   el	  
	   30	  
crecimiento	   y	   la	   viabilidad	   celular	   (de	   Groot	   et	   al.,	   1999,	   Huang	   et	   al.,	   2002a).	   	   BCR-­‐ABLp230	   es	   una	   variante	   muy	   poco	   frecuente	   que	   se	   ha	   asociado	   a	   leucemia	   mieloide	  crónica	  neutrofílica	  (LMC-­‐N)	  (Pane	  et	  al.,	  1996).	  	  
	  
3.-­‐	  Inhibidores	  de	  tirosín-­‐quinasa:	  inhibidores	  específicos	  de	  
JAK	  	  Como	   hemos	   visto,	   las	   proteínas	   JAK	   están	   muy	   implicadas	   en	   procesos	   de	   transformación	   y	  leucemogénesis,	   lo	   que	   ha	  motivado	   la	   búsqueda	   de	   inhibidores	   tirosín-­‐quinasa	   cada	   vez	  más	  potentes	  y	  altamente	  selectivos	  para	  estas	  proteínas.	  	  
Esta	  línea	  de	  investigación	  farmacológica	  ha	  dado	  muy	  buenos	  resultados	  en	  los	  últimos	  años	  en	  los	  que	  ha	  aparecido	  una	  gran	  batería	  de	  compuestos	  con	  altas	  tasas	  de	  inhibición	  y	  de	  los	  cuales	  muchos	  ya	  están	  en	  fases	  avanzadas	  de	  investigación	  clínica	  en	  humanos.	  
Nombre	   Fase	  de	  desarrollo	  clínico	  
IC50	  
(nM)	   Indicación	   Referencia	  
Ruxolitinib	  (INCB018424)	   Aprobado	  por	  FDA	  Fase	  III	  
JAK1	  (2,7)	  JAK2	  (4,5)	  JAK3	  (322)	  
PMF,	  PV,	  ET,	  leucemia	   (Verstovsek	  et	  al.,	  2010)	  (Mesa	  et	  al.,	  2013)	  
Tofacitinib	   Fase	  III	   JAK3	  (1)	   Enfermedades	  reumáticas	  y	  autoinmunes	   (Burmester	  et	  al.,	  2013)	  
AZD1480	   Fase	  I/II	   JAK2	  (0,26)	   PMF,	  PV,	  ET,	  MF	   (Plimack	  et	  al.,	  2013)	  
CYT387	   Fase	  I/II	   JAK1	  (11)	  JAK2	  (18)	  
PMF,	  post-­‐PV,	  ET,	  MF	   (Pardanani	  et	  al.,	  2013)	  
TG101209	   -­‐	   JAK2	  (6)	   	   (Pardanani	  et	  al.,	  2007a)	  (Sun	  et	  al.,	  2011)	  
BMS-­‐911543	   Fase	  I/II	   JAK2	  (1,1)	   MF	   (Purandare	  et	  al.,	  2012)	  
Baricitinib	  (INCB028050)	   Fase	  III	  
JAK1	  (5,9)	  JAK2	  (5,7)	  
Artritis	  reumatoide	   (Fridman	  et	  al.,	  2010)	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Tofacitinib	  (CP-­‐690550,	  Tasocitinib)	   Fase	  III	  
JAK3	  (1)	   Enfermedades	  reumáticas	  y	  autoinmunes	   (West,	  2009)	  
TG101348	  (SAR302503)	   Fase	  I/II	   JAK2	  (3)	   PMF,	  leucemia	  mastocítica	   (Pardanani	  et	  al.,	  2011)	  
NVP-­‐BSK805	   Preclínica	   JAK2	  (0,5)	   PV	   (Baffert	  et	  al.,	  2010)	  
AZ	  960	   Fase	  II	   JAK2	  (<3)	   	   (Yang	  et	  al.,	  2010)	  
	  
Tabla	   1:	   Relación	   de	   inhibidores	   de	   JAKs.	   Se	  muestra	   para	   cada	   inhibidor	   el	   estado	   de	   desarrollo	   de	  investigación	   clínica,	   las	   constantes	   de	   inhibición	   para	   cada	   proteína	   específica,	   la	   indicación	   y	   la	  bibliografía	   correspondiente.	   FDA:	   Food	   and	   Drug	   Administration;	   PMF:	   mielofibrosis	   primaria;	   PV:	  policitemia	  vera;	  MF:	  mielofibrosis;	  ET:	  trombocitemia	  esencial.	  	  
El	  desarrollo	  de	  inhibidores	  específicos	  de	  tirosín-­‐quinasas	  no	  siempre	  ha	  sido	  tan	  prolífico	  como	  hoy	  en	  día,	  ya	  que	  en	  los	  comienzos	  se	  pensaba	  que	  no	  serían	  buenas	  dianas	  terapéuticas	  por	  el	  hecho	  de	  que	  el	  dominio	  quinasa	  está	  conservado	  y	  que	  la	  mayoría	  de	  inhibidores	  compiten	  por	  el	  sitio	  activo	  de	  ATP.	  Sin	  embargo,	  han	  resultado	  ser	  excelentes	  dianas	  y	  la	  FDA	  (Food	  and	  Drug	  
Administration)	  ya	  ha	  aprobado	  el	  uso	  de	  13	  de	  los	  mismos.	  	  
Estos	   compuestos	   no	   afectan	   únicamente	   a	   una	   quinasa,	   sino	   que	   en	  mayor	   o	   menor	   medida	  también	  actúan	  sobre	  otras	  moléculas	  con	  distintas	  constantes	  de	  inhibición	  (Verstovsek,	  2010).	  De	   igual	   forma	   Imatinib	   (o	   STI571/Gleevec),	   el	   tratamiento	   estándar	   para	   la	   LMC	   BCR-­‐ABL+,	  consigue	  la	  remisión	  en	  el	  90%	  de	  los	  pacientes	  (Schindler	  et	  al.,	  2000,	  Druker	  et	  al.,	  2006)	  pero	  además	  de	   inhibir	   la	   actividad	  quinasa	  de	  ABL	   también	   tiene	   efecto	   sobre	  PDGFR-­‐quinasa	   y	   el	  receptor	   tirosín-­‐quinasa	   KIT	   (Druker	   and	   Lydon,	   2000,	   Buchdunger	   et	   al.,	   2000).	   Aún	   así,	  Imatinib	   supuso	   una	   revolución	   en	   cuanto	   a	   terapias	  moleculares	   dirigidas	   y	   hoy	   en	   día	   están	  surgiendo	  multitud	  de	  compuestos	  destinados	  a	  inhibir	  JAK2,	  lo	  que	  supone	  una	  nueva	  forma	  de	  abordar	  el	  tratamiento	  de	  las	  neoplasias	  provocadas	  por	  la	  desregulación	  de	  esta	  proteína.	  
El	  uso	  de	  Tofacitinib	  como	  fármaco	  inmunomodulador	  ha	  sido	  validado	  en	  modelos	  de	  trasplante	  de	  ratón	  y	  primate	  (Changelian	  et	  al.,	  2003,	  Kudlacz	  et	  al.,	  2004)	  y	  modelos	  de	  artritis	  reumatoide	  (AR)	  (Milici	  et	  al.,	  2008).	  Debido	  a	  que	  bloquea	  la	  señalización	  de	  varias	  citoquinas,	  es	  capaz	  de	  frenar	  la	  diferenciación	  de	  linfocitos	  Th1,	  Th2	  y	  Th7	  (Ghoreschi	  et	  al.,	  2003,	  Kudlacz	  et	  al.,	  2008,	  Rosengren	  et	  al.,	  2012).	  
Ruxulotinib,	   que	   inhibe	   JAK1	   y	   JAK2,	   ha	   resultado	   muy	   beneficioso	   en	   un	   ensayo	   clínico	   con	  pacientes	   con	  AR	  y	  otras	   enfermedades	   autoinmunes	   (Moreland	  et	   al.	   2008).	  En	  pacientes	   con	  mielofibrosis	   reduce	   la	   esplenomegalia	   y	   produce	   una	   mejora	   sistémica	   de	   la	   enfermedad	  (Quintas-­‐Cardama	  and	  Verstovsek,	  2011).	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TG101209	  es	  un	  potente	   y	   altamente	   selectivo	   inhibidor	  de	   JAK2,	   y	   ha	   sido	   validado	   en	   líneas	  celulares	   de	   síndrome	   mieloproliferativo	   asociados	   a	   las	   mutaciones	   JAK2V617F	   y	   MPLW515L/K	  (Pardanani	  et	  al.,	  2007b)	  y	  en	  líneas	  celulares	  de	  mieloma	  múltiple	  (Ramakrishnan	  et	  al.,	  2010).	  También	   ha	   resultado	   efectivo	   en	   modelos	   de	   cáncer	   de	   pulmón	   debido	   a	   que	   inhibe	   la	  señalización	   de	   STAT3	   y	   se	   postula	   como	   co-­‐tratamiento	   junto	   con	   la	   radioterapia	   (Sun	   et	   al.,	  2011).	  
TG101348	  se	  encuentra	  en	  Fase	   II/III	  de	  estudio	  clínico	  en	  pacientes	  con	  mielofibrosis	  (Santos	  and	   Verstovsek,	   2011)	   y	   su	   eficacia	   terapéutica	   ha	   quedado	   demostrada	   in	   vitro	   (Lasho	   et	   al.,	  2008)	  	  e	  in	  vivo	  (Wernig	  et	  al.,	  2008).	  
En	  la	  actualidad	  hay	  otros	  tantos	  compuestos	  en	  distintas	  fases	  de	  estudio,	  y	  queda	  claro	  que	  los	  inhibidores	   de	   JAKs	   tienen	   un	   gran	   potencial	   para	   una	   variedad	   de	   enfermedades	   tanto	  hematológicas	  como	  autoinmunes.	  
	  
4.-­‐	  Modelos	  animales	  en	  oncogénesis	  	  Los	  modelos	  de	  enfermedad	  humana	  en	  ratón	  se	  han	  convertido	  en	  herramientas	  fundamentales	  en	  investigación	  biomédica	  con	  objeto	  de	  desvelar	  los	  mecanismos	  moleculares	  que	  subyacen	  en	  condiciones	   patólógicas,	   así	   como	   para	   comprobar	   in	   vivo	   los	   efectos	   de	   una	   función	   génica	  aberrante.	   Aunque	   existen	   modelos	   con	   líneas	   celulares,	   estos	   no	   recapitulan	   todas	   las	  características	   que	   hacen	   falta	   para	   comprender	   la	   patofisiología	   de	   estos	   trastornos.	   En	   el	  campo	  de	  las	  patologías	  hematológicas	  este	  modelaje	  ha	  alcanzado	  mayor	  importancia	  debido	  a	  la	  alta	  caracterización	  molecular	  de	  muchas	  enfermedades	  ligadas	  al	  sistema	  hematopoyético.	  
Las	  neoplasias	  mieloproliferativas,	  muchas	  de	  las	  cuales	  se	  caracterizan	  por	  la	  falta	  de	  regulación	  de	  tirosín-­‐quinasas,	  son	  buenas	  candidatas	  para	  generar	  modelos	  animales	  debido	  a	  su	  conocida	  actividad	   catalítica.	   Existen	   3	   abordajes	   distintos	   para	   modelar	   una	   enfermedad	   del	   sistema	  hematopoyético:	   transgénesis,	   xenotrasplantes	   y	   transducción	   retroviral	   de	   progenitores	  hematopoyéticos	  seguida	  de	  trasplante.	  
4.1.-­‐	  Modelos	  transgénicos	  	  Una	  de	   las	  mayores	  ventajas	  de	  esta	  aproximación	  es	   la	  expresión	  del	   transgén	  a	  niveles	  cuasi-­‐fisiológicos	  dependiendo	  de	   la	   secuencia	  promotora	  que	  se	  utilice.	  Esto	   resulta	  muy	  valioso	  en	  casos	  como	  JAK2,	  ya	  que	  hay	  estudios	  que	  indican	  que	  JAK2V617F	  debe	  asociarse	  a	  un	  receptor	  de	  citoquinas	  de	  tipo	  I	  (EpoR	  o	  MPL)	  para	  señalizar	  (Lu	  et	  al.,	  2005).	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El	   primer	  modelo	   transgénico	   para	  BCR-­‐ABL	   se	   desarrolló	   en	   1990	   con	   la	   variante	   P210,	   y	   se	  comprobó	  que	  los	  ratones	  transgénicos	  morían	  de	  leucemia	  aguda	  (mieloide/linfoide)	  entre	  los	  10	   y	   los	   58	   días	   de	   vida	   (Heisterkamp	   et	   al.,	   1990).	   Más	   tarde	   se	   han	   incorporado	   mejoras	  desarrollando	  modelos	  que	  expresan	  BCR-­‐ABL	  bajo	  el	  control	  de	  distintos	  promotores	  inducibles	  y	  secuencias	  potenciadoras	  de	   la	   transcripción	  (enhancers)	  (Heisterkamp	  et	  al.,	  2000,	  Honda	  et	  al.,	   1995,	   Huettner	   et	   al.,	   2000,	   Voncken	   et	   al.,	   1992,	   Voncken	   et	   al.,	   1995).	   También	   se	   han	  desarrollado	  múltiples	  modelos	  de	  síndrome	  mieloproliferativo	  inducido	  por	  JAK2V617F	  (Lacout	  et	  al.,	   2006,	  Wernig	   et	   al.,	   2006,	   Zaleskas	   et	   al.,	   2006,	   Bumm	   et	   al.,	   2006).	   El	   primer	  modelo	   de	  síndrome	  mieloproliferativo	   realizado	   por	   el	   grupo	   de	   Skoda	   y	   colaboradores	   concluyó	   que	   al	  igual	  que	  en	   los	  pacientes,	  existe	  una	  correlación	  entre	   los	  niveles	  de	  expresión	  de	   la	  mutación	  JAK2V617F	   y	   el	   fenotipo:	   una	   baja	   expresión	   producía	   un	   fenotipo	   de	   trombocitemia	   esencial,	  mientras	  que	  altos	  niveles	  de	  expresión	  favorecían	  la	  manifestación	  de	  policitemia	  vera	  (Tiedt	  et	  al.,	  2008).	  	  
Para	   eludir	   los	   problemas	   generados	   por	   la	   variabilidad	   que	   produce	   el	   sitio	   de	   inserción	   del	  transgén	  se	  han	  desarrollado	  sistemas	  knock-­‐in	  en	  los	  cuales	  la	  mutación	  se	  introduce	  en	  el	  locus	  de	  JAK2	  con	  el	  objetivo	  de	  que	  se	  exprese	  de	  forma	  fisiológica	  (Li	  et	  al.,	  2010,	  Marty	  et	  al.,	  2010,	  Mullally	  and	  Ebert,	  2010).	  
	  
4.2.-­‐	  Modelos	  de	  trasplante	  de	  médula	  ósea	  transducida	  con	  vectores	  retrovirales	  	  La	   LMC	   humana	   ha	   sido	   fielmente	   reproducida	   en	   ratón	   gracias	   al	   modelo	   de	   transducción	  retroviral	  de	  progenitores	  hematopoyéticos	  de	  médula	  ósea	  con	  el	  transgén	  BCR-­‐ABL	  seguida	  de	  trasplante	   en	   receptores	   singénicos	   letalmente	   irradiados	   (Daley	   et	   al.,	   1990,	   Kelliher	   et	   al.,	  1990).	  Este	  abordaje	  ha	  permitido	  mimetizar	  el	  síndrome	  mieloproliferativo	  similar	  a	  la	  LMC	  en	  sólo	  4	   semanas	  usando	  sobrenadantes	   retrovirales	   con	  alta	   capacidad	   infectiva	  (Li	  et	  al.,	  1999,	  Pear	  et	  al.,	  1998,	  Zhang	  and	  Ren,	  1998).	  Estos	  modelos	  reproducen	  características	  clínicas	  típicas	  de	  la	  enfermedad	  humana	  tales	  como	  la	  expansión	  policlonal	  de	  células	  mieloides	  inmaduras	  que	  expresan	  el	  transgén	  y	  son	  capaces	  de	  infiltrar	  bazo,	  hígado	  y	  pulmón.	  Esta	  enfermedad	  se	  puede	  trasplantar	   eficazmente	   en	   médula	   ósea	   o	   bazo	   de	   receptores	   secundarios,	   de	   forma	   que	   el	  proceso	  leucémico	  evoluciona	  a	  un	  proceso	  agudo	  mieloide	  o	  linfoide,	  denominado	  crisis	  blástica	  (Daley	  et	  al.,	  1991,	  Pear	  et	  al.,	  1998).	  	  
Este	   modelo	   ha	   sido	   utilizado	   también	   para	   determinar	   el	   fenotipo	   producido	   por	  reordenamientos	   de	   JAK2	   y	   caracterizar	   la	   patología	   asociada,	   como	   es	   el	   caso	   de	   TEL-­‐JAK2	  (Carron	  et	  al.,	  2000,	  dos	  Santos	  and	  Ghysdael,	  2006).	  	  
Las	  ventajas	  de	  este	  método	  son	  múltiples:	  
• Permite	  analizar	  in	  vivo	  la	  función	  de	  un	  oncogén.	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• Posibilita	   comprobar	   el	   potencial	   de	   un	   oncogén	   en	   fondos	   genéticos	   distintos	   que	  tengan	  mutadas	  determinadas	  dianas.	  
• Mimetiza	   la	   mutación	   somática	   que	   ocurre	   en	   el	   paciente	   y	   afecta	   a	   un	   número	  limitado	  de	  células	  hematopoyéticas.	  
No	  obstante,	  este	  método	  también	  cuenta	  con	  algunas	  desventajas:	  
• Variabilidad:	   la	  heterogeneidad	  de	   tipos	  celulares	   transformados	   tras	   la	   transducción,	  la	  difícil	  reproducibilidad	  de	  cada	  individuo	  (tiene	  que	  ser	  generado	  de	  novo	  cada	  vez)	  y	  la	  dificultad	  para	  obtener	  títulos	  virales	  altos	  con	  transgenes	  que	  pueden	  resultar	  tóxicos	  o	  de	  gran	  tamaño	  para	  la	  línea	  de	  células	  productoras.	  
• Inmunosupresión:	   debido	   a	   que	   los	   animales	   receptores	   deben	   ser	   irradiados	   para	  eliminar	  las	  células	  de	  médula	  ósea	  endógena	  y	  facilitar	  el	  injerto,	  no	  se	  pueden	  estudiar	  los	  efectos	  del	  sistema	  inmune	  del	  receptor	  ni	  una	  posible	  inmunoterapia.	  
A	  pesar	  de	  las	  limitaciones	  de	  cualquier	  diseño	  experimental	  in	  vivo	  esta	  aproximación	  constituye	  un	  método	  preciso,	  eficaz	  y	  reproducible	  para	  modelar	   la	  enfermedad	  hematopoyética	  humana	  en	  ratón.	  
	  
4.3.-­‐	  Modelos	  de	  xenotrasplante	  	  Durante	  la	  pasada	  década	  el	  trasplante	  de	  células	  leucémicas	  humanas	  en	  ratones	  con	  diferentes	  niveles	  de	   inmunodeficiencia	  ha	  representado	  un	  método	  muy	  valioso	  para	  estudiar	   la	  biología	  de	   la	   leucemia,	   identificar	   grupos	   de	   riesgo	   candidatos	   a	   nuevas	   estrategias	   terapéuticas	   y	  amplificar	  las	  células	  leucémicas	  humanas	  in	  vivo.	  
El	   primer	   trabajo	   con	   xenotrasplantes	   surgió	   tras	   la	   identificación	   de	   una	   mutación	   que	  conllevaba	  una	   inmunodeficiencia	  severa	  combinada	  (severe	  combined	  immunodeficiency,	  SCID)	  y	   que	   permitió	   trasplantar	   células	   humanas	   en	   los	   receptores	   inmunodeficientes	   sin	   provocar	  rechazo	   del	   injerto	   (Bosma	   et	   al.,	   1983).	   Sin	   embargo,	   estos	   ratones	   seguían	   teniendo	   cierta	  inmunidad,	  lo	  que	  entorpecía	  el	  injerto,	  de	  modo	  que	  al	  cruzar	  ratones	  SCID	  con	  ratones	  NOD/Lt	  (non-­‐obese	  diabetic)	  se	  obtuvo	  una	  cepa	  con	  menor	  capacidad	  inmune	  y	  por	  tanto	  más	  permisiva	  con	  los	  injertos:	  NOD/SCID	  (Shultz	  et	  al.,	  1995).	  En	  este	  modelo	  se	  han	  conseguido	  injertar	  con	  éxito	  células	  de	  leucemia	  aguda	  linfoblástica	  (LAL)	  generando	  un	  modelo	  que	  reproduce	  el	  curso	  de	  la	  enfermedad	  en	  los	  pacientes	  (Lock	  et	  al.,	  2002,	  Baersch	  et	  al.,	  1997).	  Recientemente	  se	  han	  desarrollado	  modelos	  que	  carecen	  de	  inmunidad	  innata	  y	  respuesta	  de	  células	  NK	  (natural	  killer)	  cruzando	  la	  cepa	  NOD-­‐SCID	  con	  una	  cepa	  que	  presenta	  defectos	  en	  la	  cadena	  gamma	  del	  receptor	  de	   IL-­‐2:	   NSG	   (Shultz	   et	   al.,	   1995)	   y	   NOG	   (Ito	   et	   al.,	   2002).	   Estas	   cepas	   permiten	   injertos	  muy	  elevados	   de	   células	   hematopoyéticas	   humanas	   así	   como	   la	   diferenciación	   de	   las	   CMHs	  trasplantadas	  debido	  a	   la	  ausencia	  casi	   total	  de	  sistema	   inmune.	  Sin	  embargo,	  el	  cuadro	  clínico	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leucémico	   en	   los	   xenotrasplantes	   no	   sólo	   viene	   determinado	   por	   la	   cepa	   receptora	   sino	   que	  intervienen	  otros	  factores:	  
• La	  fuente	  y	  el	  procesamiento	  de	  las	  células	  leucémicas	  Las	   células	   congeladas	   necesitan	   tiempos	   de	   latencia	   más	   largos	   en	   comparación	   con	  células	   recién	  aisladas	  del	  paciente	   (Meyer	  et	   al.,	   2011,	  Malaise	  et	   al.,	   2011).	  La	  vía	  de	  inyección	   de	   las	   células	   también	   ha	   resultado	   ser	   determinante:	   se	   consiguen	  mejores	  injertos	  inyectando	  las	  células	  directamente	  en	  la	  médula	  ósea,	  ya	  que	  se	  evita	  el	  proceso	  de	  migración	  de	  las	  células	  a	  su	  nicho	  cuando	  se	  inyectan	  por	  vía	  intravenosa	  de	  forma	  sistémica	  (Mazurier	  et	  al.,	  2003).	  	  
• El	  protocolo	  de	  trasplante	  y	  el	  acondicionamiento	  del	  receptor	  Se	  ha	  demostrado	  que	   la	   irradiación	  subletal	  produce	  una	  mejora	  en	  el	   injerto,	  aunque	  puede	  tener	  un	  efecto	  negativo	  en	  la	  migración	  de	  células	  de	  LAL	  a	  su	  nicho	  en	  la	  médula	  ósea	  (Spiegel	  et	  al.,	  2004).	  
• La	  cepa	  receptora	  La	  edad	  y	  el	   sexo	   también	  parecen	  ser	   clave	  en	  el	  éxito	  del	   trasplante.	  Así,	   los	   ratones	  más	  jóvenes	  consiguen	  injertar	  mejor	  (Ballen	  et	  al.,	  2001)	  e	  incluso	  se	  han	  usado	  ratones	  recién	   nacidos	   para	   esquivar	   la	   respuesta	   inmune	   innata	   (Kong	   et	   al.,	   2008).	   Por	   otro	  lado,	  las	  hembras	  han	  demostrado	  injertar	  hasta	  10	  veces	  mejor	  que	  los	  machos	  (Notta	  et	  al.,	  2010).	  	  
Dada	  la	  variedad	  de	  cepas	  receptoras	  resulta	  obvio	  apuntar	  que	  ésta	  ha	  de	  elegirse	  en	  función	  del	  objetivo	  experimental.	  En	  caso	  de	  necesitar	  altas	  tasas	  de	  injerto	  y/o	  amplificación	  de	  las	  células	  leucémicas,	   será	   conveniente	   usar	   un	   modelo	   más	   permisivo.	   Por	   otro	   lado,	   es	   importante	  recordar	  que	  en	  situación	  fisiológica	  las	  células	  leucémicas	  del	  paciente	  están	  en	  contacto	  con	  el	  microambiente	  (citoquinas	  y	  células	  del	  sistema	  inmune)	  y	  sometidas	  a	  presión	  selectiva,	  por	  lo	  cual	  parece	  crucial	  escoger	  un	  modelo	  con	  mayor	  capacidad	  del	  sistema	  inmune.	  
Estos	  modelos	  también	  presentan	  algunas	  contras,	  como	  la	  dificultad	  de	  emular	  lo	  que	  ocurre	  en	  el	  paciente,	  y	  que	  en	  muchos	  casos	  la	  enfermedad	  modelada	  no	  conlleva	  la	  muerte	  del	  animal.	  Sin	  embargo,	   representan	   una	   opción	   eficaz	   a	   la	   hora	   de	   modelar	   la	   enfermedad	   hematopoyética	  humana.	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OBJETIVOS	  
	  	  
El	  objetivo	  principal	  de	  este	  trabajo	  de	  investigación	  ha	  sido	  el	  estudio	  y	  la	  caracterización	  tanto	  
in	  vitro	  como	   in	  vivo	  de	  las	  posibles	  propiedades	  oncogénicas	  de	  una	  nueva	  proteína	  quimérica,	  BCR-­‐JAK2,	  obtenida	  de	  un	  paciente	  con	  leucemia	  aguda	  linfoblástica	  (LAL).	  
Con	  la	  intención	  de	  resolver	  esta	  hipótesis	  nos	  planteamos	  los	  siguientes	  objetivos:	  
• Clonar	  el	  ADNc	  de	  BCR-­‐JAK2	  a	  partir	  de	  una	  muestra	  de	  médula	  ósea	  del	  paciente	  con	  LAL	  con	  objeto	  de	  generar	  una	  línea	  de	  expresión	  estable	  para	  determinar	  su	  acción	  in	  
vitro.	  
• Diseñar	   y	   poner	   a	   punto	   una	   técnica	   de	   diagnóstico	  molecular	   y	   de	   seguimiento	   de	   la	  enfermedad	  mínima	  residual	  del	  paciente	  que	  porta	  la	  translocación.	  
• Caracterizar	  el	  mecanismo	  de	  acción	  de	  la	  proteína:	  determinar	  su	  posible	  activación	  por	  fosforilación	   constitutiva	   y	   dilucidar	   qué	   moléculas	   de	   la	   vía	   de	   JAK/STAT	   están	  implicadas	  como	  efectoras,	  así	  como	  los	  genes	  diana	  activados	  en	  consecuencia.	  
• Determinar	   la	   eficacia	   de	   un	   nuevo	   y	   selectivo	   inhibidor	   de	   JAK2	   (TG101209)	   en	   el	  modelo	  celular	  experimental	  que	  expresa	  de	  forma	  estable	  BCR-­‐JAK2.	  
• Evaluar	   la	   capacidad	  de	   esta	  proteína	  de	  provocar	  una	  neoplasia	  hematológica	   in	  vivo,	  mediante	   el	   desarrollo	   de	   un	  modelo	   animal	   de	   trasplante	   de	   progenitores	   de	  médula	  transducidos	  con	  un	  vector	  retroviral	  que	  expresa	  BCR-­‐JAK2.	  
• Caracterizar	   la	   enfermedad	   generada	   en	   el	  modelo	   de	   ratón	  mediante	   el	   estudio	   de	   la	  tasa	   de	   superviviencia,	   período	   de	   latencia,	   fenotipo	   macroscópico	   así	   como	   otros	  	  aspectos	  celulares	  y	  moleculares	  de	  la	  enfermedad.	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1.-­‐	  Descripción	  del	  caso	  clínico	  	  El	   paciente,	   un	   varón	   de	   58	   años	   de	   edad,	   presentaba	   astenia,	   dolor	   abdominal	   y	  hepatoesplenomegalia.	   Los	   valores	   de	   parámetros	   bioquímicos	   y	   contaje	   hematológico	   se	  muestran	  en	   la	  Tabla	  1.	  El	   inmunofenotipo	  de	   la	  biopsia	  de	  médula	  ósea	  reveló	   la	  presencia	  de	  linfoblastos	   de	   tipo	   B	   (CD34+,	   CD19+,	   CD10+,	   MPO-­‐,	   CD79a+,	   HLA-­‐DR+,	   Tdt+,	   CD22+,	   CD24+).	   El	  cariotipo	  del	  aspirado	  medular	  mostró	  el	  siguiente	  resultado	  en	  24	  de	  25	  metafases	  analizadas:	  49XY,+X,+2,+4,–9,–11,+19,add(19)(q13),+20,–22,+mar	  (cariotipo	  complejo).	  
En	  base	  a	  estas	  pruebas	  preliminares,	  se	  realizaron	  sendas	  hibridaciones	  in	  situ	  de	  fluorescencia	  (FISH)	  para	  detectar	  posibles	  reordenamientos	  de	  los	  genes	  BCR-­‐ABL	  y	  MLL.	  
El	   paciente	   fue	   diagnosticado	   de	   una	   leucemia	   aguda	   linfoblástica	   (LAL)	   en	   estadío	   pre-­‐B	   y	  comenzó	   el	   protocolo	   de	   tratamiento	   estándar	   de	   alto	   riesgo,	   consistente	   en	   quimioterapia:	  prednisona	  oral	  130	  mg/día	  y	  4	  dosis	  de	  vincristina	  y	  daunorubicina.	  Después	  de	  cinco	  semanas	  se	   logró	   la	   remisión	   hematológica,	   citogenética	   y	   molecular	   completa	   del	   paciente,	   y	   el	  tratamiento	   prosiguió	   a	   través	   de	   cuatro	   ciclos	   de	   consolidación	   estándar	   (vinblastina-­‐26,	  citarabina	   y	   L-­‐asparaginasa)	   seguidos	   de	   un	   trasplante	   autólogo	   de	   células	   madre	   previo	  acondicionamiento	  con	  ciclofosfamida	  e	  irradiación	  total	  (12	  Gy).	  Como	  terapia	  antileucémica	  de	  mantenimiento	   se	   le	   administró	   interferón-­‐α	   en	   baja	   dosis	   durante	   los	   5	  meses	   posteriores	   al	  trasplante.	  Más	  de	  ocho	  años	  después	  del	  diagnóstico,	  el	  paciente	  sigue	  en	  remisión	  completa.	  
	  
BIOQUÍMICA	   Valor	  Hb	  (g/dL)	   10,9	  Contaje	  plaquetario	  (células/mm3)	   41x103	  Contaje	  leucocitario	  (células/mm3)	   10,8x103	  Linfocitos	  (%)	   38	  Monocitos	  (%)	   6	  Mielocitos/Metamielocitos	  (%)	   4	  Linfoblastos	  (%)	   58	  
Tabla	  1:	  Valores	  bioquímicos	  y	  hematológicos	  de	  la	  sangre	  periférica	  del	  paciente	  al	  diagnóstico.	  
	  El	  paciente	   firmó	  por	  escrito	  un	  consentimiento	   informado	  previo	  a	   la	  obtención	  de	  biopsia	  de	  médula	   ósea.	   Este	   protocolo	   se	   llevó	   a	   cabo	   de	   acuerdo	   con	   la	   legislación	   española	   vigente	   en	  cuanto	  a	   investigación	  clínica	  en	  humanos,	  y	   fue	  aprobada	  por	  el	  Comité	  Ético	  de	  Investigación	  Clínica	  del	  Hospital	  Universitario	  de	  la	  Princesa	  (ref.	  PI-­‐424).	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2.-­‐	  Animales	  de	  experimentación	  	  Todos	  los	  animales	  de	  experimentación	  se	  han	  mantenido	  en	  las	  instalaciones	  del	  Animalario	  del	  CIEMAT	  de	  acuerdo	  con	  los	  procedimientos	  recomendados	  por	  FELASA	  (Federation	  of	  European	  
Laboratory	  Animal	  Science	  Associations).	  Los	  experimentos	  se	  realizaron	  siguiendo	  la	  legislación	  europea	   y	   española	   vigente	   sobre	   uso	   y	   tratamiento	   de	   animales	   de	   experimentación	   (Ley	  32/2007	   y	   R.D.	   1201/2005	   del	   Ministerio	   de	   Agricultura,	   Alimentación	   y	   Medio	   Ambiente	   y	  Convenio	  Europeo	  ETS	  1-­‐2-­‐3)	  y	  de	  acuerdo	  con	  los	  principios	  éticos	  y	  de	  bioseguridad	  del	  Comité	  Ético	  de	  uso	  y	  cuidados	  animales	  del	  Centro	  de	  Investigaciones	  Energéticas,	  Medioambientales	  y	  Tecnológicas	  (CIEMAT)	  (ref.	  HEM-­‐04).	  
Los	  ratones	  se	  dispusieron	  en	   jaulas	  con	  capacidad	  para	  5	  animales	  situadas	  en	  una	  habitación	  termorregulada	  a	  18	  °C,	  con	  una	  humedad	  del	  60%	  y	  unas	  condiciones	  de	  luminosidad	  de	  12h	  de	  luz	  (7:00	  –	  19:00)	  y	  12h	  de	  oscuridad	  (19:00	  –	  7:00).	  Se	  suministró	  dieta	  en	  pienso	  seco	  y	  agua	  
ad	  libitum.	  
En	  los	  experimentos	  de	  trasplante	  de	  médula	  ósea	  se	  han	  empleado	  un	  total	  de	  42	  ratones	  de	  la	  cepa	  Balb/c	  que	  han	  sido	  criados	  y	  mantenidos	  por	  el	  personal	  del	  Animalario	  en	  las	  condiciones	  anteriormente	   descritas.	   Por	   otro	   lado	   se	   emplearon	   un	   total	   de	   10	   ratones	   de	   la	   cepa	  Balb/c	  OlaHsd-­‐Foxn1nu/nu	   para	   los	   estudios	   de	   tumorigénesis,	   suministrados	   por	   Harlam	   Ibérica	   y	  Janvier	  Labs	  y	  mantenidos	  en	  jaulas	  con	  aire	  tratado	  con	  filtros	  HEPA	  y	  con	  suministro	  de	  agua	  y	  pienso	  seco	  autoclavados.	  
	  
3.-­‐	  Líneas	  celulares	  y	  reactivos	  	  En	  este	   trabajo	  de	   investigación	  se	  han	  empleado	   tanto	   líneas	   celulares	  humanas	  como	  células	  hematopoyéticas	  de	  ratón.	  
	  
3.1.-­‐	  Líneas	  celulares	  humanas	  y	  de	  ratón	  	  La	  línea	  celular	  embrionaria	  de	  riñón	  humano	  HEK293T	  se	  obtuvo	  a	  través	  de	  la	  American	  Type	  
Culture	   Collection	   (ATCC®,	   CRL-­‐3216™)	   y	   se	   mantuvo	   en	   cultivo	   con	   medio	   Dulbecco´s	   Eagle	  
modified	   medium	   (DMEM,	   GIBCO	   Life	   Technologies)	   y	   10%	   suero	   fetal	   bovino	   (LONZA),	   100	  U/mL	  de	  penicilina	  (GIBCO),	  100	  µg/ml	  estreptomicina	  (GIBCO),	  50	  µg/ml	  gentamicina	  (GIBCO)	  y	  5	  mM	  L-­‐glutamina	  (GIBCO)	  a	  37	  °C	  y	  5%	  CO2.	  Esta	  línea	  se	  usó:	  
• en	  transfecciones	  transitorias	  para	  comprobar	  la	  expresión	  del	  transgén	  BCR-­‐JAK2.	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• como	  línea	  empaquetadora	  para	  producir	  sobrenadantes	  retrovirales.	  
La	  línea	  epitelial	  de	  riñón	  humano	  Nxe	  (Phoenix-­‐ECO)	  fue	  amablemente	  cedida	  por	  el	  laboratorio	  del	  doctor	  Helmut	  Hanenberg	   .	  Esta	   línea	   se	  usó	   como	  empaquetadora	  de	  partículas	  virales	  ya	  que	  expresa	  las	  proteínas	  gag,	  pol	  y	  env	  de	  la	  envuelta	  ecotrópica.	  Estas	  células	  se	  cultivaron	  en	  botellas	  medianas	  recubiertas	  con	  gelatina	  0,1%	  en	  medio	  DMEM	  suplementado	  con	  GlutaMAX	  (GIBCO	   Life	   Technologies),	   10%	   suero	   fetal	   bovino,	   100	   U/mL	   de	   penicilina,	   100	   µg/ml	  estreptomicina	  y	  5	  mM	  L-­‐glutamina	  a	  37	  °CC	  y	  5%	  CO2.	  Las	  líneas	  celulares	  humanas	  de	  fibrosarcoma	  HT1080	  y	  células	  HeLa	  fueron	  obtenidas	  a	  través	  de	   la	  American	  Type	  Culture	  Collection	   (ATCC®,	   CRL-­‐12012™	   y	   CCL-­‐2™).	   Estas	   líneas	   se	   usaron	  para	   la	   titulación	   de	   los	   sobrenadantes	   virales	   con	   envuelta	   VSV-­‐G	   y	   se	   cultivaron	   en	   Iscove´s	  
modified	  Dulbecco´s	  medium	  (IMDM,	  GIBCO	  Life	  Technologies)	  suplementado	  con	  10%	  suero	  fetal	  bovino,	   100	   U/mL	   de	   penicilina,	   100	   µg/ml	   estreptomicina,	   50	   µg/ml	   gentamicina	   y	   4	  mM	   L-­‐glutamina	   a	   37	   °C	   y	   5%	   CO2	   	   en	   placas	   p24	   (Nunc,	   Roskilde,	   Dinamarca).	   Para	   titular	  sobrenadantes	  virales	  con	  la	  envuelta	  ecotrópica	  se	  usó	  la	  línea	  de	  fibroblastos	  de	  ratón	  NIH3T3	  (ATCC®,	  CRL-­‐1658™)	  y	  se	  cultivaron	  en	  DMEM	  suplementado	  con	  10%	  suero	   fetal	  bovino,	  100	  U/mL	  de	  penicilina,	  100	  µg/ml	  estreptomicina,	  50	  µg/ml	  gentamicina	  y	  4	  mM	  L-­‐glutamina	  a	  37	  °C	  y	  5%	  CO2	  en	  placas	  p24.	  
	  
3.2.-­‐	  Células	  hematopoyéticas	  de	  ratón	  	  Las	  células	  progenitoras	  de	  médula	  ósea	  de	  ratón	  Lin-­‐	  se	  obtuvieron	  de	  ratones	  Balb/c	  macho	  de	  8-­‐12	   semanas	   de	   edad.	   Las	   células	   de	   médula	   ósea	   se	   recogieron	   por	   perfusión	   de	   tibias	   y	  fémures	   con	   IMDM	   y	   una	   aguja	   de	   25	   gauge.	   Posteriormente	   se	   separaron	   por	   selección	  inmunomagnética	  negativa	  con	  el	  kit	  MACS	  Lineage	  Cell	  Depletion	  (Miltenyi	  Biotec).	  Para	  ello,	  se	  lavaron	  las	  células	  en	  PBE	  (PBS	  1%	  BSA,	  2mM	  EDTA)	  y	  se	  contaron	  en	  cámana	  de	  Neubauer	  con	  solución	  Turk	  (2%	  ácido	  acético,	  0.01%	  azul	  de	  metileno	  en	  H20	  destilada)	  para	  eliminar	  células	  enucleadas.	   Posteriormente	   se	   procedió	   al	   marcaje	   con	   cocktail	   de	   anticuerpos	   de	   linaje	  conjugados	   a	   biotina	   (CD5,	   CD45R,	   CD11b,	   Anti-­‐Gr-­‐1,	   7-­‐4	   y	   Ter-­‐119)	   	   y	   perlas	   magnéticas	  conjugadas	  a	  estreptavidina,	  pasando	  posteriormente	  las	  células	  por	  un	  filtro	  de	  nylon	  de	  30	  µm	  para	  evitar	  la	  formación	  de	  agregados.	  Después	  se	  realizó	  la	  selección	  magnética	  utilizando	  una	  columna	   LS	   y	   una	   columna	   MS,	   y	   se	   volvieron	   a	   contar	   las	   células	   purificadas	   en	   cámara	   de	  Neubauer	   con	   solución	  Turk.	   Se	   comprobó	  por	   citometría	   de	   flujo	   que	  más	  del	   90%	  de	   las	   las	  células	   recién	   purificadas	   eran	   Lin-­‐	   y	   posteriormente	   se	   sembraron	   y	   pre-­‐estimularon	   durante	  48h	  en	  IMDM	  suplementado	  con	  20%	  suero	  fetal	  bovino,	  100	  ng/µL	  mSCF	  y	  100	  ng/µL	  hIL-­‐11,	  tal	  y	  como	  describieron	  Río	  y	  colaboradores	  (Rio	  et	  al.,	  2002).	  	  
La	   línea	  celular	  de	  pro-­‐linfocitos	  B	  de	  ratón	  Ba/F3	   fue	  amablemente	  cedida	  por	   la	  Dra.	  Leonor	  Kremer	   (CNB-­‐CSIC,	   Madrid)	   y	   se	   cultivó	   en	   DMEM	   suplementado	   con	   GlutaMAX	   (GIBCO	   Life	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Technologies)	  suplementado	  con	  10%	  suero	  fetal	  bovino,	  10	  ng/mL	  IL-­‐3	  recombinante	  de	  ratón	  (R&D,	  Minneapolis),	  100	  U/mL	  de	  penicilina	  y	  100	  µg/ml	  estreptomicina	  a	  37	  °C	  y	  5%	  CO2.	  La	  línea	   celular	  Ba/F3	   transducida	   establemente	   con	   la	   construcción	  TEL-­‐JAK2	   (independiente	  de	  IL-­‐3)	   fue	   amablemente	   cedida	   por	   el	   Dr.	   Gary	   Reuther	   (Florida	   University,	   Tampa,	   USA).	   Esta	  línea	   se	   sembró	   a	   300.000	   células/mL	   y	   cuando	   alcanzó	   una	   densidad	   de	   aproximadamente	  1x106	  células/mL	  se	  le	  dio	  un	  pase	  1/3	  para	  mantenerla	  en	  cultivo.	  
	  
3.3.-­‐	  Ensayos	  de	  proliferación	  y	  de	  cinética	  dosis-­‐respuesta	  	  Los	  ensayos	  de	  proliferación	  de	  la	  línea	  Ba/F3	  se	  realizaron	  cultivando	  las	  líneas	  celulares	  Ba/F3	  control	  y	  Ba/F3	  BCR-­‐JAK2	  en	  placas	  p-­‐24,	  en	  presencia	  y	  ausencia	  de	  IL-­‐3	  (10	  ng/mL)	  y	  contadas	  diariamente	  en	  cámara	  Neubauer	  por	  el	  método	  de	  exclusión	  con	  azul	   tripano.	  Los	  ensayos	  de	  proliferación	   de	   progenitores	   hematopoyéticos	   de	   ratón	   (Lin-­‐)	   se	   realizaron	   cultivando	   estas	  células	  en	  placas	  p-­‐6	  en	  medio	  IMDM	  20%	  suero	  fetal	  bovino,	  100	  ng/µL	  mSCF	  y	  100	  ng/µL	  hIL-­‐11.	  
El	  inhibidor	  de	  JAK2	  TG101209	  fue	  suministrado	  por	  el	  Dr.	  Fuller	  (TargeGen	  Inc.,	  San	  Diego,	  CA,	  USA)	   en	   base	   a	   un	   acuerdo	   de	   transferencia	   de	  material	   (MTA).	   Las	   soluciones	   de	   almacenaje	  (stock)	  se	  prepararon	  en	  dimetilsulfóxido	  (DMSO)	  a	  una	  concentración	  de	  10mM.	  
Los	   ensayos	   de	   cinética	   dosis-­‐respuesta	   para	   el	   inhibidor	   TG101209	   se	   diseñaron	   haciendo	  diluciones	  seriadas	  del	  fármaco	  en	  DMSO	  y	  tratando	  las	  células	  Ba/F3,	  plaqueadas	  en	  p24	  a	  una	  densidad	   de	   300.000	   células/mL,	   con	   las	   distintas	   concentraciones	   del	   fármaco	   durante	   24h.	  Después	  se	  marcaron	  con	  anexina-­‐V	  (Sigma-­‐Aldrich)	  conjugada	  con	  ficoeritrina	  para	  determinar	  la	   apoptosis	   por	   citometría	   de	   flujo	   y	   se	   calculó	   la	   concentración	   de	   fármaco	   necesaria	   para	  conseguir	   un	   50%	   de	   células	   viables	   en	   el	   cultivo	   (IC50).	   Como	   control	   se	   usaron	   alícuotas	   de	  DMSO	  diluido	  en	  medio	  DMEM.	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4.-­‐	  Construcciones	  de	  plásmidos	  y	  vectores	  retrovirales	  	  Para	  realizar	  experimentos	  de	  expresión	  transitoria	  en	  células	  HEK293T,	  el	  ADNc	  de	  BCR-­‐JAK2	  se	  subclonó	  en	  el	  vector	  de	  expresión	  pcDNA3.1	  (Invitrogen)	  a	  través	  de	  un	  sitio	  de	  restricción	  para	  EcoRI.	  	  












Figura	  7:	  Representación	  esquemática	  del	  plásmido	  retroviral	  pLZR-­‐BJ-­‐IRES-­‐EGFP	  usado	  como	  
vector	  de	  transferencia.	  	  
Este	  plásmido	  posee	  el	  gen	  de	  resistencia	  a	  ampicilina,	  el	  promotor	  de	  citomegalovirus	  humano	  (hCMV),	   un	   sitio	   de	   entrada	   interna	   para	   el	   ribosoma	   (Internal	  Ribosome	  Entry	  Site,	   IRES)	   que	  permite	  hacer	  construcciones	  bicistrónicas,	  el	  gen	  de	  la	  proteina	  verde	  fluorescente	  amplificada	  (Enhanced	  Green	  Fluorescent	  Protein,	  EGFP)	  y	  un	  gen	  de	  resistencia	  a	  puromicina.	  El	  promotor	  de	  hCMV	  sólo	  funciona	  durante	  el	  estadio	  episomal,	  ya	  que	  la	   integración	  del	  provirus	  se	  hace	  por	  recombinación	  homóloga	  de	  las	  terminaciones	  largas	  repetidas	  (Long	  Terminal	  Repeat,	  LTR)	  y	  es	  la	  LTR	  en	  5´	  la	  que	  dirige	  la	  expresión	  estable	  de	  los	  trangenes	  BCR-­‐JAK2	  y	  EGFP.	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5.-­‐	  Transfecciones	  transitorias	  en	  la	  línea	  celular	  HEK293T	  	  Las	   transfecciones	   transitorias	   en	   la	   línea	   celular	   HEK293T	   se	   realizaron	   usando	   lipofectina	  (Invitrogen).	   Para	   ello	   se	   sembraron	   en	   placas	   p6	   200.000	   células	   en	   2	   mL	   de	   medio	   DMEM	  suplementado	  con	  10%	  suero	   fetal	  bovino,	  100	  U/mL	  de	  penicilina,	  100	  µg/ml	  estreptomicina,	  50	   µg/ml	   gentamicina	   y	   4	  mM	   L-­‐glutamina.	   Después	   se	   diluyeron	   2	   µg	   de	   ADN	   plasmídico	   en	  Opti-­‐MEM	  (Lonza,	  Basel)	  sin	  suero	  por	  un	  lado,	  y	  15	  µg	  de	  lipofectina	  en	  100	  µL	  de	  Opti-­‐MEM	  sin	  suero	   en	   otro	   tubo.	   Se	   dejaron	   incubar	   estas	   premezclas	   durante	   45’	   y	   pasado	   este	   tiempo	   se	  mezclaron	  los	  dos	  tubos	  y	  se	  dejó	  incubar	  durante	  15’	  para	  la	  formación	  de	  complejos.	  Después	  se	  lavaron	  las	  células	  y	  se	  añadieron	  0,8	  mL	  de	  Opti-­‐MEM	  (GIBCO	  Life	  Technologies)	  sin	  suero	  a	  la	  mezcla	  de	   complejos	  ADN-­‐lipofectina.	   Finalmente	   se	   añadió	   la	  mezcla	   a	   las	   células	   y	   se	  dejó	  incubando	  durante	  6h	  a	  37	  °C	  y	  5%	  CO2.	  Transcurridas	  las	  6h	  se	  cambió	  el	  medio	  por	  DMEM	  10%	  suero	  fetal	  bovino,	  100	  U/mL	  de	  penicilina,	  100	  µg/ml	  estreptomicina,	  50	  µg/ml	  gentamicina	  y	  4	  mM	  L-­‐glutamina	  y	  se	  dejó	  incubando	  a	  37	  °C	  y	  5%	  CO2.	  La	  expresión	  se	  determinó	  48h	  después	  por	  citometría	  de	  flujo	  con	  un	  equipo	  Coulter	  EPIC-­‐XL.	  
	  
6.-­‐	  Producción	  de	  sobrenadantes	  retrovirales	  	  Para	  la	  obtención	  de	  sobrenadantes	  con	  partículas	  retrovirales	  infectivas	  hemos	  usado	  las	  líneas	  empaquetadoras	  de	  partículas	  retrovirales	  HEK293T	  y	  Nxe.	  	  
Los	   sobrenadantes	   retrovirales	   para	   las	   transducciones	  de	   la	   línea	   celular	  Ba/F3	   se	   generaron	  por	  cotransfección	  transitoria	  de	  células	  293T	  con	  los	  siguientes	  plásmidos	  que	  proporcionan	  los	  elementos	  necesarios	  para	  la	  encapsidación	  y	  producción	  de	  las	  partículas	  retrovirales:	  
• Plásmidos	  de	  transferencia	  pLZR-­‐IRES-­‐EGFP	  ó	  pLZR-­‐BJ-­‐IRES-­‐EGFP.	  
• Plásmido	  de	   la	  envuelta	  pMD2.VSV.G:	  obtenido	  a	   través	  de	  Plasmid	  Factory	  (Bielefeld,	  Alemania),	  contiene	  una	  secuencia	  que	  codifica	  para	  la	  glipoproteína	  G	  de	  la	  envuelta	  del	  virus	  de	  la	  estomatitis	  vesicular	  (VSV).	  
• Plásmido	   de	   empaquetamiento	   CMV-­‐gp:	   obtenido	   del	   laboratorio	   del	   Dr.	   Baum	  (Hannover	  Medical	   School,	   Alemania),	   expresa	   los	   genes	   gag	   y	  pol,	   necesarios	   para	   el	  empaquetamiento	  y	  encapsidación	  de	  las	  partículas	  retrovirales.	  
En	   cada	   transfección	   se	  usaron	  10	  µg	  del	   vector	  de	   transferencia	   (pLZR-­‐IRES-­‐EGFP	  ó	  pLZR-­‐BJ-­‐IRES-­‐EGFP).	   Las	   células	   HEK293T	   se	   sembraron	   a	   una	   densidad	   de	   4,5x106	   células	   en	   placas	  p100	  con	  10	  mL	  de	  medio	  DMEM+GlutaMAX,	  10%	  suero	  fetal	  bovino,	  100	  U/mL	  de	  penicilina	  y	  100	   µg/ml	   estreptomicina	   a	   37	   °C	   y	   5%	   CO2.	   Después	   de	   24h	   y	   habiendo	   alcanzado	   una	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confluencia	   del	   60-­‐70%	   se	   procedió	   a	   la	   transfección	   con	   FuGene	   6	   Transfection	   Reagent	  (Roche),	  un	  agente	  de	  transfección	  basado	  en	  la	  introducción	  de	  ADN	  en	  la	  célula	  a	  través	  de	  su	  unión	  a	  lípidos.	  Para	  ello,	  se	  mezclaron	  el	  reactivo	  y	  medio	  sin	  suero	  y	  después	  se	  añaden	  los	  10	  	  µg	  de	  plásmido.	  Se	  deja	  incubar	  para	  permitir	  la	  formación	  de	  complejos	  y	  finalmente	  se	  añade	  la	  mezcla	  a	  las	  placas.	  Al	  día	  siguiente	  se	  cambió	  el	  medio	  por	  IMDM	  suplementado	  con	  10%	  suero	  fetal	  bovino,	  100	  U/mL	  de	  penicilina	  y	  100	  µg/mL	  estreptomicina	  y	  se	   incubaron	  a	  37	  °C	  y	  5%	  CO2.	   A	   las	   24	   y	   48h	   después	   del	   cambio	   de	   medio	   se	   recogieron	   los	   sobrenadantes	   con	   las	  partículas	  virales,	  se	  filtraron	  por	  0,45	  µm	  y	  se	  almacenaron	  a	  -­‐80	  °C.	  Posteriormente	  se	  usaron	  alícuotas	  de	   estos	   sobrenadantes	  para	   calcular	   el	   título	   viral	   (n°	  unidades	  de	   transducción	  por	  mL	   sobrenadante),	   transduciendo	   la	   línea	   celular	   HT1080	   con	   diluciones	   seriadas	   del	  sobrenadante	  y	  calculando	  por	  citometría	  de	  flujo	  el	  porcentaje	  de	  células	  EGFP+.	  Por	  último,	  se	  calculó	  el	  título	  viral	  con	  la	  fórmula:	  
	  
	  	  
Para	  los	  experimentos	  de	  transducción	  de	  progenitores	  de	  médula	  ósea	  de	  ratón	  con	  los	  vectores	  retrovirales	   el	   transgén	   se	   dispuso	   de	   la	   línea	   empaquetadora	   Nxe	   (Phoenix	   ECO).	   Esta	   línea	  constituye	   un	   sistema	   de	   producción	   de	   retrovirus	   de	   segunda	   generación	   basado	   en	   la	   línea	  HEK293T,	   que	   expresa	   de	   forma	   estable	   las	   proteínas	   gag-­‐pol	   y	   la	   envuelta	   ecotrópica	   con	  tropismo	  específico	  hacia	  células	  de	  ratón	  (Swift	  et	  al.,	  2001).	  La	  principal	  característica	  de	  esta	  línea	  es	  la	  alta	  eficacia	  de	  transfección	  usando	  tanto	  fosfato	  cálcico	  como	  métodos	  de	  transfección	  basados	  en	  complejos	  con	  lípidos.	  Estas	  transfecciones	  se	  hicieron	  usando	  FuGene	  6	  Transfection	  Reagent	  (Roche)	  siguiendo	  las	   instrucciones	  anteriormente	  descritas	  y	  usando	  20	  µg	  del	  vector	  de	   transferencia	   (pLZR-­‐IRES-­‐EGFP/pLZR-­‐BJ-­‐IRES-­‐EGFP).	   A	   las	   24	   y	   48h	   los	   sobrenadantes	  retrovirales	  se	  recogieron	  y	  filtraron	  por	  un	  filtro	  de	  nylon	  de	  0,45	  µm	  y	  se	  almacenaron	  a	  -­‐80	  °C.	  En	  este	  caso	  los	  sobrenadantes	  retrovirales	  se	  titularon	  utilizando	  la	  línea	  celular	  NIH3T3.	  
	  
7.-­‐	  Transducción	  retroviral	  de	  líneas	  celulares	  y	  células	  
primarias	  de	  ratón	  	  Con	  objeto	  de	  generar	  un	  modelo	  celular	  que	  expresase	  de	  forma	  estable	  el	  transgén	  BCR-­‐JAK2,	  la	   línea	   celular	   Ba/F3	   se	   transdujo	   con	   sobrenadantes	   retrovirales	   RV:control	   y	   RV:BJ.	   Se	  realizaron	   pre-­‐cargas	   en	   placas	   recubiertas	   con	   12,5	   mg/mL	   Retronectina®	   (Takara	   Bio	   Inc.,	  Japón)	  durante	  4	  ciclos	  de	  30	  minutos	  y	  después	  2	  ciclos	  de	  transducción	  durante	  la	  noche	  en	  dos	  días	  consecutivos	  a	  37	  °C	  y	  5%	  CO2.	  La	  Retronectina®	  es	  una	  proteína	  recombinante	  basada	  en	  un	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fragmento	  de	   la	   fibronectina	  humana	  que	  aumenta	   la	  eficacia	  de	   transducción	  ya	  que	  posee	  un	  dominio	   de	   unión	   a	   células	   y	   otro	   de	   unión	   a	   virus,	   favoreciendo	   la	   colocalización	   de	   ambas	  (Hanenberg	   et	   al.,	   1996).	   El	   volumen	   de	   sobrenadante	   usado	   se	   calculó	   en	   base	   a	   una	  multiplicidad	   de	   infección	   (multiplicity	  of	   infection,	   MOI)	   de	   50	   virus/célula.	   Después	   de	   cada	  ciclo	   de	   transducción	   se	   sustituyó	   el	   medio	   infectivo	   por	   medio	   fresco.	   Siete	   días	   después	   se	  seleccionaron	  las	  células	  EGFP+	  por	  medio	  de	  un	  separador	  celular	  FACSAria	  (Becton-­‐Dickinson,	  USA).	  	  
Para	   los	   experimentos	   de	   trasplante,	   los	   progenitores	   de	   médula	   ósea	   de	   ratón	   Balb/c	   (Lin-­‐)	  previamente	  pre-­‐estimulados	  durante	  48h	  se	  transdujeron	  con	  sobrenadantes	  retrovirales	  (RV:	  control	  y	  RV:BJ)	  pre-­‐cargados	  en	  placas	  recubiertas	  de	  Retronectina®	  12,5	  mg/mL.	  Se	  cargó	  1mL	  de	   sobrenadante	   viral	   durante	   30’	   a	   37	   °CC	   y	   2500	   rpm,	   repitiendo	   este	   ciclo	   4	   veces.	  Posteriormente	  se	  cargó	  0,5	  mL	  de	  sobrenadante	  fresco	  y	  se	  añadieron	  las	  células	  en	  placas	  p6	  a	  una	  densidad	  de	  500.000	  células/mL	  en	  un	  volumen	  total	  de	  1	  mL.	  
Una	   vez	   finalizados	   los	   ciclos	   de	   transducción	   las	   células	   se	   lavaron	   dos	   veces	   en	   PBS	   y	   se	  resuspendieron	   en	   medio	   IMDM	   sin	   suero	   a	   una	   densidad	   de	   2,5	   x	   106	   células/mL	   para	   ser	  trasplantadas	  en	  las	  hembras	  receptoras.	  
	  
8.-­‐	  Trasplante	  de	  progenitores	  de	  médula	  ósea	  en	  hembras	  
receptoras	  letalmente	  irradiadas	  
	  	  El	   día	   del	   trasplante	   se	   recogieron	   las	   células,	   se	   lavaron	   dos	   veces	   en	   PBS,	   se	   contaron	   y	   se	  resuspendieron	   en	   PBS	   (500000	   células	   por	   animal)	   para	   ser	   inyectadas	   por	   la	   vena	   caudal	   a	  hembras	  singénicas	  receptoras	  que	  habían	  sido	  previamente	  irradiadas	  a	  letalidad	  (4,25	  Gy-­‐24h-­‐4,25	  Gy)	  con	  un	  equipo	  de	  rayos	  X	  a	  300	  kV	  y	  1,5	  Gy/min.	  Las	  hembras	  receptoras	  del	  trasplante	  se	  mantuvieron	  en	  jaulas	  aisladas	  con	  agua	  acidificada	  y	  pienso	  autoclavado	  en	  el	  Animalario	  del	  CIEMAT.	   Cada	   30	   días	   se	   realizaron	   análisis	   de	   sangre	   con	   un	   contador	   hematológico	   Abacus	  Junior	  Vet	  (CMV,	  España)	  y	  por	  citometría	  de	  flujo.	  Además,	  se	  realizaron	  punciones	  medulares	  con	  objeto	  de	  monitorizar	   el	   estado	  del	   trasplante	   y	   detectar	   signos	  de	   enfermedad	   a	   nivel	   de	  médula	  ósea.	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Figura	  8:	  Esquema	  general	  de	  la	  purificación,	  transducción	  y	  trasplante	  de	  células	  de	  médula	  ósea	  de	  
ratón	  transducidas	  con	  un	  vector	  retroviral.	  	  
9.-­‐	  Cultivos	  clonogénicos	  	  Para	   evaluar	   y	   cuantificar	   la	   capacidad	  de	   las	   células	   Lin-­‐	   trasplantadas	   en	   ratón	   para	   generar	  progenitores	  hematopoyéticos	  se	  hicieron	  en	  paralelo	  cultivos	  clonogénicos	  en	  metilcelulosa	  con	  citoquinas	   recombinantes	   de	   ratón	   MethoCult®	   GF	   M3534	   (Stem	   Cell	   Technologies).	   Se	  sembraron	   500	   y	   1000	   células/mL	   en	   placas	   p60	   y	   se	   cultivaron	   a	   37	   °C,	   5%	   CO2	   y	   90%	   de	  humedad.	   Siete	   días	   después	   se	   contaron	   el	   número	   total	   de	  unidades	   formadoras	   de	   colonias	  (UFC)	  tanto	  granulo-­‐macrofágicas	  (UFC-­‐GM)	  como	  eritroides	  (UFC-­‐E)	  y	  mixtas	  (UFC-­‐M).	  También	  se	   contaron	   las	   colonias	   EGFP+	   usando	   un	   microcospio	   de	   fluorescencia	   Leica	   DLS	   (Leica	  Microsystems,	   Alemania)	   con	   objeto	   de	   determinar	   el	   porcentaje	   de	   células	   transducidas	   y	  evaluar	  la	  capacidad	  de	  proliferación	  de	  los	  progenitores.	  
	  
10.-­‐	  Ensayos	  de	  tumorogénesis	  	  Para	  los	  ensayos	  de	  tumorogénesis	  se	  utilizaron	  10	  hembras	  BALB/c	  OlaHsd-­‐Foxn1nu/nu	  .	  A	  cada	  ejemplar	   se	   le	   inyectaron	   subcutáneamente	   107	   células	   Ba/F3	   en	   los	   flancos	   traseros,	   bien	  expresando	   BCR-­‐JAK2/EGFP	   (flanco	   derecho)	   o	   sólo	   con	   el	   vector	   control	   expresando	   EGFP	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(flanco	   izquierdo).	   Los	   tumores	   se	   hicieron	   macroscópicamente	   visibles	   a	   los	   pocos	   días	   y	   se	  examinaron	  por	  palpación	  hasta	  que	  finalmente	  a	  los	  20	  días	  post	  trasplante	  se	  sacrificaron	  los	  ratones,	  se	  extrajeron	  los	  tumores,	  se	  disgregaron	  en	  IMDM	  con	  20	  µg/mL	  de	  colagenasa	  (Sigma-­‐Aldrich)	   durante	   4h.	   y	   se	   analizaron	   para	   detectar	   la	   señal	   de	   fluorescencia	   EGFP	   usando	   una	  fotoestación	  2000-­‐MM	  Image	  Station	  (Kodak,	  USA).	  Otra	  parte	  de	  las	  células	  se	  usó	  para	  extraer	  ARNm	   y	   analizar	   por	   RT-­‐PCR	   y	   el	   resto	   para	   analizar	   por	   citometría	   de	   flujo	   y	   determinar	   el	  porcentaje	  de	  células	  EGFP+	  dentro	  del	  tumor.	  	  
	  
11.-­‐	  Inmunofluorescencia	  	  Las	  células	  HEK293T	  transfectadas	  transitoriamente	  se	  fijaron	  en	  una	  solución	  de	  PBS	  con	  para-­‐formaldehido	  (PFA)	  al	  4%	  durante	  10	  minutos	  a	  temperatura	  ambiente	  y	  se	  permeabilizaron	  con	  solución	  de	  PBS	  NP-­‐40	  0,1%.	  Después	  se	  incubaron	  los	  portas	  con	  una	  solución	  de	  bloqueo	  TNB	  para	   evitar	   uniones	   inespecíficas	   (0,1M	   Tris-­‐HCl,	   0,15M	   NaCl	   y	   0,5%	   agente	   bloqueante	  Boehringer	  Mannheim)	  durante	  45	  minutos	  a	  37	  °C	  y	  se	  incubaron	  con	  un	  anticuerpo	  anti-­‐JAK2	  (C-­‐20	  Ab,	  Santa	  Cruz	  Biotechnology,	  CA,	  USA)	  durante	  2h	  a	  37	  °C.	  Después	  de	  un	  ciclo	  de	  lavado	  en	  PBS,	  las	  células	  se	  incubaron	  con	  un	  anticuerpo	  secundario	  anti-­‐ratón	  Rhodamine	  Red-­‐X	  H+L	  (Molecular	  Probes)	  durante	  25	  minutos	  a	  37	  °C.	  Los	  núcleos	  se	  tiñeron	  con	  DAPI	  	  (4’,6-­‐diamidin-­‐2’-­‐fenilindol	  diclorhidrato,	  Pierce).	  Los	  portas	  se	  montaron	  con	  medio	  DakoCytomation	  Mounting	  Medium	  (Dako)	  y	  se	  analizaron	  y	  fotografiaron	  en	  un	  microscopio	  confocal	  Leica	  TCS-­‐Sp	  (Leica	  Microsystems).	  
	  
13.-­‐	  Análisis	  histopatológico	  de	  tejidos	  de	  ratón	  	  Los	  bazos	  de	  ratones	  trasplantados	  con	  células	  Lin-­‐	  EGFP+	  o	  Lin-­‐	  EGFP+/BCR-­‐JAK2+	  se	  extrajeron	  en	  el	  momento	  del	  sacrificio	  del	  animal	  y	  se	  incluyeron	  en	  Tissue-­‐Tek	  (DAKO)	  para	  su	  posterior	  análisis	   de	   expresión	   por	   inmunofluorescencia.	   Se	   hicieron	   cortes	   en	   criostato	   de	   10	   µm	   de	  grosor	  y	   se	   congelaron	  a	   -­‐20	   °C.	  Los	   cortes	   se	   fijaron	  en	  PBS	  4%	  PFA	   (paraformaldehido)	  y	   se	  bloquearon	   y	   permeabilizaron	   en	   una	   solución	   de	   PBS	   1%	  BSA,	   10%	   suero	   fetal	   bovino,	   0,3M	  glicina	  y	  0,1%	  Tween-­‐20	  durante	  1	  hora	  a	   temperatura	  ambiente.	  La	   tinción	  con	  el	   anticuerpo	  primario	   anti-­‐JAK2	   (Cell	   Signaling)	   se	  hizo	   en	   cámara	  húmeda	  y	   oscura	   a	  4	   °C	  durante	   toda	   la	  noche.	   Posteriormente	   se	   hicieron	   tres	   lavados	   con	   PBS	   y	   se	   incubaron	   los	   cortes	   con	   un	  anticuerpo	  secundario	  anti-­‐conejo	  conjugado	  con	  el	  fluorocromo	  Alexa495	  (Life	  Technologies)	  y	  4',6-­‐diamidino-­‐2-­‐phenylindole	   (DAPI,	   1:1000)	   	   durante	   45min.	   Las	   muestras	   se	   lavaron	   tres	  veces	   con	   PBS	   y	   se	   montaron	   con	   medio	   de	   montaje	   Mowiol.	   Finalmente,	   las	   muestras	   se	  analizaron	  y	  fotografiaron	  con	  un	  equipo	  Leica	  DLS	  (Leica	  Microsystems).	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Para	  evaluar	  la	  presencia	  de	  lesiones	  histológicas	  en	  los	  tejidos	  hematopoyéticos,	  las	  extensiones	  de	   sangre	   periférica	   y	   médula	   ósea	   y	   cortes	   de	   bazo	   fresco	   se	   tiñeron	   con	   soluciones	   de	  hematoxilina/eosina	  (Merck),	  sumergiendo	  los	  portaobjetos	  en	  las	  siguientes	  soluciones	  durante	  los	  tiempos	  indicados:	  alcohol	  100%	  durante	  1’,	  alcohol	  96%	  durante	  1’,	  alcohol	  80%	  durante	  1’,	  H20	  destilada,	  hematoxilina	  durante	  2’,	  H20	  durante	  1’,	  eosina	  durante	  15’’,	   introducir	  en	  H20	  y	  sacar	  inmediatamente,	  alcohol	  70%	  durante	  1’,	  alcohol	  96%	  durante	  1’,	  alcohol	  100%	  durante	  1’,	  xilol	   durante	   1’.	   Por	   último,	   se	   montaron	   las	   muestras	   con	   medio	   de	   montaje	   Mowiol	   y	   se	  cubrieron	  con	  cubreobjetos.	  
	  
14.-­‐	  Hibridación	  fluorescente	  in	  situ	  (FISH)	  sobre	  células	  de	  
médula	  ósea	  del	  paciente	  	  La	  hibridación	   fluorescente	   in	  situ	   se	  realizó	  sobre	  muestras	  de	  núcleos	   interfásicos	  de	  médula	  ósea	  del	  paciente	  y	  usando	  un	  juego	  de	  sondas	  verdes	  para	  BCR	  (LSI®	  22	  BCR	  Spectrum	  Green™;	  Vysis)	   y	   sondas	   rojas	   de	   cromosomas	   artificiales	   de	   bacterias	   (BAC)	   que	   cubrían	   el	   gen	   JAK2	  completo.	  Los	  núcleos	  se	  tiñeron	  de	  azul	  con	  DAPI.	  Las	  posiciones	  de	  los	  clones	  sobre	  el	  gen	  JAK2	  se	   basaron	   en	   los	   datos	   ofrecidos	   por	   el	   Genome	   Browser	   (version	   hg18,	   marzo	   2006)	   de	   la	  University	   of	   California	   –	   Santa	   Cruz.	   Los	   clones	   de	   BAC	   se	   obtuvieron	   del	   BACPAC	   Resource	  Center	  at	   the	  Children’s	  Hospital	   (Oakland,	  USA)	  y	  del	  Sanger	   Institute	  Mapping	  Core	  Group	  en	  The	  Wellcome	  Trust	  Sanger	  Institute	  (Hinxton,	  Reino	  Unido)	  (http://cancerres.aacrjournals.org).	  El	  DNA	  de	  los	  BACs	  se	  aisló	  de	  cultivos	  de	  5mL	  usando	  el	  procedimiento	  estándar	  para	  Miniprep	  (PhasePrep™	   BAC	   DNA	   Kit,	   Sigma-­‐Aldrich)	   y	   se	   marcó	   con	   SpectrumGreen-­‐dUTP	   and	  SpectrumOrange-­‐dUTP	  (Vysis).	  	  
La	  hibridación	  fluorescente	  se	  realizó	  de	  acuerdo	  al	  procedimiento	  estándar:	  para	  ello	  se	  lavaron	  las	  preparaciones	  de	  médula	  ósea	  con	  solución	  SSC	  2X	  durante	  2’	  a	  37	  °C	  y	  se	  deshidrataron	  en	  una	  serie	  de	  etanol	  (70%,	  85%,	  100%)	  durante	  2’	  en	  cada	  punto	  de	  la	  serie	  y	  se	  dejaron	  secar	  al	  aire.	  Después	  se	  prepararon	  las	  sondas	  y	  se	  diluyeron	  en	  tampón	  comercial	  con	  agua	  destilada.	  Se	   dispusieron	   las	   sondas	   encima	   de	   los	   portaobjetos	   y	   se	   cubrieron	   con	   un	   cubreobjetos	   de	  cristal.	  Las	  muestras	  se	  desnaturalizaron	  a	  75	  °C	  durante	  2’	  y	  se	  dejaron	  incubando	  durante	  18-­‐20h	  a	  37	  °C	  en	  cámara	  húmeda.	  Al	  día	  siguiente,	  se	  retiraron	  los	  cubres	  y	  se	  lavaron	  con	  solución	  SSC	  2X	  0,05%	  Tween-­‐20	  durante	  30’’.	  Por	  último	  se	  añadieron	  12	  µL	  de	  DAPI	  y	  se	  cubrieron	  los	  portaobjetos	   con	   cubreobjetos	   de	   cristal.	   Los	   resultados	   se	   analizaron	   por	   microscopía	   de	  fluorescencia	  con	  un	  equipo	  AXIO	  (Zeiss).	  En	  todos	   los	  experimentos	  se	  contaron	  de	  100	  a	  150	  núcleos	  interfásicos.	  
	  
	   51	  
15.-­‐	  Análisis	  de	  subpoblaciones	  hematopoyéticas	  por	  
citometría	  de	  flujo	  	  El	   control	   rutinario	   del	   estado	   de	   los	   ratones	   trasplantados	   se	   hizo	   por	  marcajes	   de	   linaje	   en	  sangre	  periférica	  y	  médula	  ósea	  con	  los	  siguientes	  anticuerpos,	  todos	  conjugados	  con	  ficoeritrina	  (PE):	   anti-­‐Gr-­‐1	   (RB6-­‐8C5),	   anti-­‐Mac-­‐1	   (M1/70),	   anti-­‐B220	   (RA3-­‐6B2),	   anti-­‐CD3-­‐ξ	   (145-­‐2C11)	  y	  anti-­‐Ter119	   (TER119),	   todos	  ellos	  de	  BD	  Pharmingen.	  Para	  el	  marcaje	   se	  usaron	  1x106	   células	  	  de	  sangre	  periférica	  o	  de	  médula	  ósea,	  se	  añadió	  1	  µL	  de	  anticuerpo	  y	  se	  dejó	  incubando	  30’	  a	  4	  °C	   y	   en	   oscuridad.	   Después	   se	   lisaron	   los	   eritrocitos	   con	   tampón	   de	   lisis	   (0,1M	  KHCO3,	   1,55M	  NH4Cl,	   1mM	   EDTA).	   Para	   ello	   se	   añadió	   a	   los	   tubos	   marcados	   2,5	   mL	   de	   solución	   de	   lisis	   de	  eritrocitos,	   se	   resuspendieron	   las	   células	   en	   un	   agitador	   y	   se	   dejaron	   incubando	   15’	   a	  temperatura	  ambiente	  y	  en	  oscuridad.	  Transcurrido	  ese	  tiempo	  se	  lavaron	  los	  tubos	  con	  1	  mL	  de	  PBA	   (PBS,	   1%	   BSA,	   0,01%	   azida	   sódica)	   y	   se	   centrifugaron	   a	   1400	   rpm	   durante	   7’	   a	   4	   °C.	   Se	  descartaron	   los	   sobrenadantes,	   se	   resuspendieron	   los	   pellets	   en	   300	   µL	   de	   PBA	   y	   se	   añadió	  ioduro	   de	   propidio	   para	   teñir	   células	   no	   viables.	   Las	  muestras	   se	   analizaron	   en	   un	   citómetro	  EPICS	  XL	  (Beckman	  Coulter).	  Para	  interpretar	  los	  datos	  del	  citómetro	  se	  usó	  el	  software	  CXP.	  
Los	  marcajes	  específicos	  para	  progenitores	  hematopoyéticos	  comprometidos	  a	  linaje	  se	  llevaron	  a	   cabo	   con	   los	   siguientes	   anticuerpos:	   anti	   Lin-­‐	   conjugados	   con	  PE	   (anti-­‐Gr-­‐1,	   anti-­‐Mac-­‐1,	   anti-­‐B220,	   anti-­‐CD3,	   anti-­‐Ter119;	   Pharmingen),	   anti-­‐Sca-­‐1	   conjugado	   con	  APC-­‐Cy7	   (D7,	   Biolegend),	  anti-­‐c-­‐Kit	  conjugado	  con	  PE-­‐Cy7	  (2B8,	  Biolegend),	  anti-­‐CD16/32	  conjugado	  con	  PercP-­‐eFluor710	  (93,	  eBioscience)	  y	  anti-­‐CD34	  conjugado	  con	  Alexa647	  (RAM34,	  BD	  Pharmingen).	  
Para	  esta	  tinción	  se	  usaron	  1x106	  células	  que	  se	  marcaron	  con	  el	  procedimiento	  anteriormente	  descrito.	  En	  el	  último	  paso	  las	  células	  se	  resuspendieron	  en	  400	  µL	  de	  PBA	  y	  se	  añadió	  0,5	  µL	  de	  DAPI	  2	  µg/mL.	  Las	  muestras	  se	  analizaron	  en	  un	  citómetro	  LSRFortessa	  (Becton-­‐Dickinson)	  y	  los	  datos	  se	  analizaron	  con	  el	  software	  FlowJo	  versión	  X	  para	  Mac	  OS	  X.	  
	  
16.-­‐	  Estudios	  de	  apoptosis	  	  Los	  niveles	  de	  apoptosis	  de	  las	  células	  Ba/F3	  (con	  y	  sin	  tratamiento	  TG101209)	  se	  midieron	  en	  base	   a	   los	   marcajes	   con	   anexina-­‐V	   y	   7-­‐amino-­‐actinomicina	   D	   (7-­‐AAD).	   Para	   diferenciar	   la	  apoptosis	  temprana	  de	  la	  tardía	  se	  añadió	  7-­‐AAD,	  ya	  que	  es	  excluido	  por	  la	  membrana	  plasmática	  de	  las	  células	  viables.	  Las	  anexinas	  son	  una	  familia	  de	  moléculas	  que	  se	  unen	  preferentemente	  a	  fosfatidil-­‐serina,	   que	   en	   condiciones	   fisiológicas	   se	   localiza	   en	   la	   cara	   interna	   de	   la	  membrana	  plasmática.	   Sin	   embargo,	   la	   membrana	   pierde	   esta	   distribución	   asimétrica	   cuando	   entra	   en	  apoptosis,	  de	  modo	  que	  éstas	  células	  pueden	  marcarse	  con	  este	  compuesto.	  Para	  ello,	  se	  lavaron	  las	  células	  dos	  veces	  con	  PBS	  frío	  a	  1400	  rpm	  durante	  7’	  y	  a	  4	  °C	  y	  se	  resuspendieron	  en	  solución	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de	  marcaje	   1X	   (BD	  Biosciences)	   a	   una	   concentración	   de	   1	   x	   106	   cells/ml.	   Después	   se	   hicieron	  alícuotas	  de	  100	  µL,	  se	  añadieron	  5	  µL	  de	  anexina-­‐V	  marcada	  con	  ficoeritrina	  (PE)	  y	  5	  µL	  de	  7-­‐AAD.	  Se	  mezclaron	  y	  dejaron	  incubando	  durante	  15’	  a	  temperatura	  ambiente	  en	  oscuridad.	  Por	  último	  se	  añadieron	  400	  µL	  de	  solución	  de	  marcaje	  1X	  y	  se	  analizaron	   las	  muestras	   finalmente	  con	   un	   citómetro	   EPICS	   XL	   (Beckman	   Coulter)	   para	   determinar	   los	   porcentajes	   de	   células	   en	  apoptosis	   tanto	  temprana	  como	  tardía.	  Para	  analizar	   los	  datos	  del	  citómetro	  se	  usó	  el	   software	  FlowJo	  versión	  X	  para	  Mac	  OS	  X.	  
	  
17.-­‐	  Diagnóstico	  molecular	  y	  análisis	  de	  la	  expresión	  génica	  
por	  RT-­‐PCR	  y	  qPCR	  	  
17.1.-­‐	  PCR	  para	  diagnóstico	  molecular	  del	  paciente	  con	  LAL	  	  La	  extracción	  de	  ARN	  se	  realizó	  usando	  Ultraspec®	  (Biotecx).	  Se	  resuspendieron	  las	  muestras	  en	  1	   mL	   de	   reactivo	   Ultraspec	   y	   se	   congelaron	   durante	   la	   noche	   a	   -­‐80	   °C.	   Al	   día	   siguiente	   se	  descongelaron,	   se	   añadieron	   200	   µL	   de	   cloroformo	   y	   se	   dejaron	   4-­‐5’	   en	   hielo.	   Después	   se	  homogeneizaron	  en	  agitador,	  se	  dejaron	  15’	  en	  hielo	  y	  se	  centrifugaron	  a	  12000	  rpm	  durante	  15’	  a	  4	  °C.	  Se	  recogieron	   los	  sobrenadantes,	  se	  añadió	  1	  volumen	  de	   isopropanol	  (2-­‐propanol)	  y	  se	  dejaron	  incubando	  10-­‐15’	  en	  hielo.	  Se	  centrifugaron	  las	  muestras	  a	  12000	  rpm	  durante	  10’	  a	  4	  °C	  y	  se	  lavaron	  2	  veces	  con	  1	  mL	  etanol	  75%.	  Por	  último	  se	  centrifugaron	  a	  7500	  rpm	  durante	  5’	  a	  4	  °C	   y	   se	   descartó	   el	   sobrenadante.	   El	   ARN	   precipitado	   se	   resuspendió	   en	   H2O	   destilada	   y	   se	  cuantificó	   la	   concentración	   de	   ARN	   con	   ayuda	   de	   un	   espectrofotómetro	   NanoDrop.	   Estas	  alícuotas	  se	  almacenaron	  a	  -­‐80	  °C.	  	  
Posteriormente,	  se	  realizó	  la	  transcripción	  reversa	  usando	  el	  kit	  RetroScript®	  (Ambion).	  Para	  ello	  se	  usaron	  1-­‐2	  μg	  de	  ARN	  como	  molde	  y	  se	  programó	  el	  termociclador	  como	  sigue:	  5’	  a	  95	  °C,	  60’	  a	  50	  °C,	  10’	  a	  92	  °C	  y	  ∞	  a	  4	  °C.	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17.2.-­‐	  Amplificación	  y	  clonaje	  del	  ADNc	  de	  BCR-­‐JAK2	  	  Para	  amplificar	  la	  secuencia	  completa	  de	  BCR-­‐JAK2	  se	  usó	  el	  kit	  GC-­‐RICH	  PCR	  System®	  (Roche)	  y	  los	  primers	  BCR-­‐Fw-­‐T	  y	   JAK2-­‐Rv-­‐T,	  con	  el	  siguiente	  programa	  para	  el	   termociclador:	  3’	  a	  97°C,	  (30’’	  a	  97	  °C,	  30’’	  a	  57	  °C,	  2’	  a	  72	  °C)	  x	  40	  ciclos,	  10’	  a	  72°C,	  ∞	  a	  4°C.	  
El	  producto	  de	  la	  PCR	  con	  el	  ADNc	  de	  BCR-­‐JAK2	  completo	  fue	  clonado	  en	  el	  vector	  PCR2.1-­‐TOPO®	  (Invitrogen)	  y	  secuenciado	  con	  un	  equipo	  ABI	  PRISM	  337	  DNA	  sequencer	  (Applied	  Biosystems).	  Las	  secuencias	  resultantes	  se	  alinearon	  por	  medio	  del	  software	  BLAST	  y	  ClustalW.	  
	  
17.3.-­‐	  Análisis	  de	  la	  expresión	  génica	  por	  RT-­‐qPCR	  	  El	  método	  para	  extraer	  ADN	  procedente	  de	  células	  de	  médula	  ósea,	  sangre	  periférica	  y	  bazo	  ha	  sido	  el	  DNeasy	  kit	  (QIAgen),	  siguiendo	  las	  instrucciones	  del	  fabricante.	  
La	  expresión	  del	  gen	  de	  fusión	  BCR-­‐JAK2	  se	  cuantificó	  por	  medio	  de	  sondas	  TaqMan®	  diseñadas	  para	  hibridar	  en	  la	  región	  próxima	  al	  punto	  de	  rotura	  BCR-­‐JAK2	  con	  los	  primers	  BJ-­‐Fw	  y	  BJ-­‐Rv.	  El	  programa	  para	  el	  termociclador	  RotorGene	  RG-­‐3000	  (Corbett	  Research)	  fue	  el	  siguiente:	  10’	  a	  95	  °C,	  (30’’	  a	  95	  °C,	  30’’	  a	  62	  °C,	  30’’	  a	  72	  °C)	  x	  55	  ciclos,	  ∞	  a	  4	  °C.	  Los	  datos	  de	  expresión	  de	  BCR-­‐JAK2	  se	  normalizaron	  usando	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  Gapdh	  de	  ratón	  en	  las	  mismas	  muestras	  (ver	  Tabla	  2).	  	  
Para	   determinar	   la	   expresión	   de	   BCR-­‐JAK2	   en	   los	   tumores	   de	   ratones	   inmunodeficientes	   se	  realizó	   una	   RT	   sobre	   ARN	   extraído	   con	   Ultraspec®	   (Biotecx)	   y	   luego	   una	   PCR	   con	   los	  oligonucleótidos	  BCR-­‐B	  y	  JAK2-­‐3	  y	  el	  siguiente	  programa	  para	  el	  termociclador:	  10’	  a	  95	  °C,	  (1’	  a	  95	  °C,	  1’	  a	  69	  °C,	  1’	  a	  72	  °C)	  x	  35	  ciclos,	  7’	  a	  72	  °C	  y	  ∞	  a	  4	  °C.	  Los	  productos	  de	  la	  PCR	  se	  separaron	  en	  un	  gel	  de	  agarosa	  0,8%	  con	  bromuro	  de	  etidio	  y	  se	  visualizaron	  en	  una	  fotoestación	  Gel	  Doc	  XR+	  (BioRad)	  para	  detectar	  la	  presencia	  o	  ausencia	  del	  amplicón,	  de	  un	  tamaño	  de	  997	  bp.	  
Las	   qPCRs	   para	   los	   genes	   diana	   de	   Stat5	   Bcl-­‐xL	   y	  Osm	   se	   realizaron	   usando	   el	   kit	   LightCycler	  FastStart	  DNA	  Master	  SYBR	  Green	  I	  (Roche	  Diagnostics).	  Para	  el	  gen	  Socs2	  se	  usó	  el	  kit	  RT2	  qPCR	  Primer	   Assay®	   (SABiosciences),	   siguiendo	   las	   instrucciones	   del	   fabricante.	   Los	   datos	   se	  normalizaron	   con	   la	   expresión	   de	   los	   genes	  H3	   (muestras	   del	   paciente)	   o	  Gapdh	   (línea	   celular	  Ba/F3).	  	  
Como	  procedimiento	  de	  cálculo	  del	  cambio	  en	  los	  niveles	  de	  ARNm	  se	  ha	  usado	  el	  método	  2-­‐ΔΔCt,	  donde	  Ct	  (cycle	  threshold,	  ciclo	  umbral)	  representa	  el	  número	  de	  ciclos	  necesarios	  para	  obtener	  una	  señal	  que	  sobrepase	  el	  nivel	  de	  fluorescencia	  de	  fondo	  (Livak	  and	  Schmittgen,	  2001).	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17.4.-­‐	  Cálculo	  del	  número	  de	  copias	  integradas	  del	  vector	  (VCN)	  	  Para	  calcular	  el	  número	  de	  copias	  integradas	  del	  vector	  en	  muestras	  de	  tejido	  hematopoyético	  de	  los	  animales	  trasplantados	  se	  realizó	  una	  qPCR	  son	  sondas	  y	  oligos	  específicos	  para	  amplificar	  la	  secuencia	  del	  gen	  EGFP,	  usando	  como	  control	  endógeno	  la	  titina	  (ver	  Tabla).	  Además,	  se	  empleó	  una	  curva	  seriada	  de	  un	  plásmido	  que	  contiene	  el	  gen	  de	  la	  EGFP	  y	  el	  de	  la	  titina,	  con	  objeto	  de	  extrapolar	  los	  datos	  obtenidos	  (Charrier	  et	  al.,	  2011).	  
El	  programa	  para	  el	   termociclador	   fue	  el	  siguiente:	  10’	  a	  95	  °C,	   (30’’	  a	  95	  °C,	  30’’	  a	  58°C,	  20’’	  a	  72°C)	  x	  50	  ciclos,	  ∞	  a	  4	  °C.	  
	  






amplicón	  	  	  	  
(bp)	  
Posición	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(nt)	  
Cualitativa	   BCR-­‐JAK2	  





Sonda	  BJ	   CAGATCTGGCCCAACGATGGCG-­‐Fam	  
62	   55	   109	  
1234-­‐1256	  
BJ-­‐Fw	   TGGGCGTCCGCAAGAC	   1214-­‐1230	  
BJ-­‐Rv	   CTCATATTTGGTAACATGTCATTTTCTG	   1295-­‐1323	  
BCR-­‐
JAK2	  
Sonda	  FRET-­‐FL	   GTCTTGCGGACGCCCACGA-­‐FL	  *	  
63	   45	   997	  
1211-­‐1229	  
Sonda	  FRET-­‐LC640	   LC640-­‐GGTGGCCTCGGACACGACAACC+	   1188-­‐1209	  
BCR-­‐B-­‐Fw	   CCCCCGGAGTTTTGAGGATTG	   1547-­‐1567	  
JAK2-­‐3-­‐Rv	   GGCCACAGAAAACTTGCTCTC	   1828-­‐1847	  
BCR	   BCR-­‐B-­‐Fw	   CCCCCGGAGTTTTGAGGATTG	   63	   45	   301	   1547-­‐15671	  BCR-­‐B-­‐Rv	   ATCGTTGGGCCAGATCTGCC	   1828-­‐18471	  
Bcl-­‐xL	   Bcl-­‐xL	  Fw	   TCAGAGCTTTGAGCAGGTAGTG	   58	   45	   187	   726-­‐7473	  	  	  	  	  	  	  552-­‐5734	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Bcl-­‐xL	  Rv	   TCCCGTAGAGATCCACAAAAG	   935-­‐9553	  	  	  	  	  	  	  761-­‐7814	  
Osm	  
Osm	  Fw	   AGAATCAGGCGAACCTCACGG	   58	   45	   74	   217-­‐2375	  Osm	  Rv	   GTGTGTTCAGGTTTTGGAGGC	   271-­‐2915	  
Gapdh	  
Gapdh	  Fw	   AGAAGGTGGTGAAGCAGGCATC	   58	   45	   116	   820-­‐8416	  Gapdh	  Rv	   CGGCATCGAAGGTGGAAGAGTG	   915-­‐9366	  
H3	  
H3	  Fw	   AAAGCCGCTCGCAAGAGTGCG	   62	   35	   201	   185-­‐2057	  H3	  Rv	   ACTTGCCTCCTGCAAAGCAC	   387-­‐4067	  
EGFP	  
Sonda	  EGFP	   CTTGCCGTAGGTGGC-­‐Fam	  
58	   50	   85	  
111-­‐	  1268	  
EGFP-­‐Fw	   GTAAACGCCCACAAGTTCAGC	   66-­‐	  	  	  	  	  	  878	  
EGFP-­‐Rv	   TGGTGCAGATGAACTTCAGGG	   130-­‐	  1518	  
Titina	  
Sonda	  	  	  	  Titina	   TGCACGGAAGCGTCTCGTCTCAGTC-­‐TxRed	  
58	   50	   123	  
99838-­‐998589	  
Tit-­‐Fw	   AAAACGAGCAGTGACGTGAGC	   99941-­‐999619	  
Tit-­‐Rv	   TTCAGTCATGCTGCTAGCGC	   99860-­‐998799	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18.-­‐	  Western	  Blot	  y	  anticuerpos	  	  Las	  células	  se	  centrifugaron	  10’	  a	  1200	  rpm	  y	  4	  °C	  y	  se	  resuspendieron	  en	  300	  µL	  de	  tampón	  de	  lisis	  0,1M	  Tris	  pH	  8,	  0,3M	  NaCl,	  2%	  NP-­‐40,	  mezcla	  de	  inhibidores	  de	  proteasas	  Mini	  1X	  EDTA-­‐free	  y	  mezcla	  de	  inhibidores	  de	  fosfatasas	  1X	  PhosSTOP	  (Roche).	  	  
Para	  los	  lisados	  inmunoprecipitados	  con	  anti-­‐fosfotirosina	  (anti-­‐p-­‐Tyr,	  BD)	  se	  calculó	  el	  volumen	  necesario	   para	   tener	   500	   µg	   de	   proteína	   por	   medio	   del	   método	   con	   reactivo	   Bradford.	   Éste	  método	  consiste	  en	  elaborar	  una	  recta	  patrón	  con	  concentraciones	  conocidas	  de	  BSA	  y	  extrapolar	  las	  absorbancias	  a	  595nm	  obtenidas	  para	  los	  lisados	  proteicos	  y	  así	  determinar	  la	  concentración	  de	  proteína	  en	  cada	  muestra.	  Posteriormente	  los	  lisados	  se	  incubaron	  durante	  1h	  en	  rotación	  a	  4°C	   con	   un	   volumen	   de	   20	   µL	   de	   esferas	   con	   proteína	   A/G	   (Invitrogen),	   con	   objeto	   de	   evitar	  arrastrar	  proteínas	  que	  se	  unen	  inespecíficamente	  a	  las	  esferas,	  en	  un	  proceso	  de	  preclareado	  del	  lisado	  total.	  Después	  se	  centrifugaron	  los	  tubos	  a	  2500	  rpm	  durante	  5’	  a	  4	  °C	  y	  se	  recogieron	  los	  sobrenadantes.	  Estos	  lisados	  preclareados	  se	  incubaron	  con	  un	  volumen	  de	  20	  µL	  de	  esferas	  con	  proteína	   A/G	   y	   1	   µg	   de	   anticuerpo	   anti-­‐p-­‐Tyr	   durante	   una	   noche	   en	   rotación	   a	   4	   °C.	   Al	   día	  siguiente	  se	  lavaron	  con	  tampón	  de	  lisis	  3	  veces	  en	  la	  centrífuga	  a	  2500	  rpm	  durante	  5’	  a	  4	  °C	  y	  se	  resuspendieron	  en	  20	  µL	  de	  tampón	  de	  carga	  de	  electroforesis.	  
Tanto	  los	  lisados	  de	  proteína	  total	  (50	  µg)	  como	  los	  lisados	  inmunoprecipitados	  con	  anticuerpo	  pTyr	   (500	   µg)	   se	   resolvieron	   por	   electroforesis	   en	   condiciones	   reductoras	   (β-­‐mercaptoetanol)	  usando	  geles	  prefabricados	  de	  gradiente	  4-­‐12%	  Bis-­‐Tris	  (Invitrogen).	  Después	  se	  transfirieron	  a	  membranas	   de	   metilcelulosa	   (GE	   Healthcare)	   y	   se	   hibridaron	   con	   los	   siguientes	   anticuerpos:	  anti-­‐JAK2,	  anti-­‐p-­‐STAT5	  (Cell	  Signaling),	  anti-­‐STAT5,	  anti-­‐IkBα	  (Santa	  Cruz	  Biotechnology),	  anti-­‐Bcl-­‐xL	   (BD	  Biosciences),	   anti-­‐tubulina	   (Sigma-­‐Aldrich)	   y	   anti-­‐TBP	   (Abcam).	  Después	   se	   usaron	  anticuerpos	   secundarios	   conjugados	   con	   peroxidasa	   (HRP)	   anti-­‐ratón/anti-­‐conejo	   (GE	  Healthcare).	  
Los	   extractos	   enriquecidos	   en	   fracción	   nuclear	   y	   citoplásmica	   se	   obtuvieron	   por	  medio	   del	   kit	  NE-­‐PER®	  (Thermo	  Scientific)	  después	  de	  un	  choque	  hipotónico	  en	  cloruro	  sódico	  10	  mM	  durante	  10	  minutos.	  
Las	   membranas	   se	   revelaron	   usando	   el	   reactivo	   SuperSignal	   West	   Pico	   Chemiluminescent	  Reagent®	   (Thermo	   Scientific)	   y	   una	   máquina	   reveladora	   Imaging	   Station	   (Kodak).	   Para	  cuantificar	   las	   membranas	   densitométricamente	   se	   usó	   el	   software	   Image-­‐Gauge	   v3.46	  (FujiFilm).	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19.-­‐	  Estudios	  epigenéticos:	  análisis	  del	  estado	  de	  metilación	  
de	  la	  región	  promotora	  del	  vector	  retroviral	  	  Con	  objeto	  de	  determinar	  el	  estado	  de	  metilación	  de	  la	  región	  U3	  de	  la	  LTR	  retroviral	  que	  dirige	  la	  expresión	  estable	  del	  transgén	  en	  las	  células	  trasplantadas,	  se	  realizó	  un	  estudio	  basado	  en	  la	  conversión	   de	   citosinas	   no	   metiladas	   a	   uracilo	   en	   presencia	   de	   bisulfito	   sódico.	   Este	  procedimiento	  deja	   las	   citosinas	  metiladas	   inalteradas	  de	  modo	  que	  después	  de	   secuenciar	   las	  muestras	   se	   puede	   saber	   cuántas	   se	   encontraban	   modificadas	   y	   así	   determinar	   el	   grado	   de	  metilación	  del	  promotor.	  
	   SECUENCIA	  ORIGINAL	   DESPUÉS	  DE	  BISULFITO	  SÓDICO	  DNA	  NO	  METILADO	   N-­‐C-­‐G-­‐N-­‐C-­‐G-­‐N-­‐C-­‐G	   N-­‐U-­‐G-­‐N-­‐U-­‐G-­‐N-­‐U-­‐G	  DNA	  METILADO	   N-­‐C-­‐G-­‐N-­‐C-­‐G-­‐N-­‐C-­‐G	   N-­‐C-­‐G-­‐N-­‐C-­‐G-­‐N-­‐C-­‐G	  
Tabla	  3:	  Conversión	  de	  citosina	  en	  uracilo	  en	  DNA	  no	  metilado	  en	  presencia	  de	  bisulfito	  sódico	  	  
Para	   ello	   se	   incubó	   1	   µg	   de	   ADN	   procedente	   de	   un	   grupo	   (pool)	   de	   unidades	   formadoras	   de	  colonia	  (UFC)	  de	  médula	  ósea	  de	  los	  ratones	  trasplantados	  con	  una	  solución	  de	  bisulfito	  sódico	  usando	  el	  kit	  EpiTect	  Bisulfite®	  (QIAGEN)	  con	  las	  siguientes	  condiciones:	  
	   Tiempo	  (minutos)	   Temperatura	  (°CC)	  Desnaturalización	   5	   95	  Incubación	   25	   60	  Desnaturalización	   5	   95	  Incubación	   85	   60	  Desnaturalización	   5	   95	  Incubación	   175	   60	  Mantenimiento	   ∞	   20	  
Tabla	  4:	  Condiciones	  del	   tratamiento	  de	  ADN	  con	  bisulfito	   sódico.	  Se	  muestran	  los	  tiempos	  y	  temperaturas	  de	  cada	  ciclo	  del	  tratamiento.	  	  
Posteriormente	   se	   lavó	   y	   purificó	   la	   solución	   en	   una	   columna	   para	   eliminar	   el	   bisulfito	   y	   se	  realizó	  una	  PCR	  anidada	  (Platinum	  Taq	  DNA	  Polymerase,	  Invitrogen)	  con	  un	  tampón	  potenciador	  (PCRx	  Enhancer	  system,	   Invitrogen)	  y	  oligonucleótidos	  específicos	  para	  amplificar	   la	  secuencia	  U3	   de	   la	   LTR	   5’	   retroviral.	   Estos	   oligonucleótidos	   fueron	   diseñados	   con	   ayuda	   del	   software	  MethPrimer	  y	  sus	  secuencias	  son:	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• U3Fw	  (directo):	  5’	  TTTTAAGGATTTGAAATGATTTTGTG	  3’	  
• U3Rv	  (inverso):	  5’	  TAATCAATCACTCAAAAAAAACCCT	  3’	  
La	  PCR	  anidada	  se	  realizó	  programando	  el	  termociclador	  como	  sigue:	  3’	  a	  95	  °C,	  (1’	  a	  95	  °C,	  1’	  a	  56	  °C,	  1’	  a	  72	  °C)	  x	  35	  ciclos,	  10’	  a	  72	  °C,	  ∞	  a	  4	  °C.	  
El	   producto	   de	   PCR	   se	   separó	   en	   un	   gel	   de	   agarosa	   al	   2%	   y	   la	   banda	   correspondiente	   al	  fragmento	   amplificado	   (233	   bp)	   se	   purificó	   (Gel	   Extraction	  Kit®,	   GE	  HealthCare)	   y	   clonó	   en	   el	  vector	  TOPO-­‐TA®	  (TOPO-­‐TA	  Cloning	  kit,	   Invitrogen)	  para	  ser	  posteriormente	  transformado	  en	  bacterias	  competentes	  TOP10.	  Estas	  bacterias	  se	  sembraron	  en	  agar	  con	  ampicilina	  y	  X-­‐gal.	  Al	  día	  siguiente	  se	  seleccionaron	  las	  colonias	  blancas	  y	  se	  prepararon	  minicultivos	  de	  5	  mL	  de	  medio	  LB	  con	  ampicilina.	  El	  ADN	  se	  purificó	  usando	  el	  MINIPREP®	  Kit	  (Promega)	  y	  se	  secuenció	  con	  oligos	  M13	   (directo	  y	   reverso).	  Para	  analizar	   las	   secuencias	  metiladas	   se	  usó	  el	   software	  MethPrimer	  v2.0.	  
	  
20.-­‐	  Análisis	  estadístico	  	  Las	  curvas	  de	  dosis-­‐respuesta	  se	  calcularon	  teniendo	  en	  cuenta	  el	  porcentaje	  de	  células	  vivas	  con	  respecto	  al	  control.	  Los	  valores	  de	  IC50	  se	  obtuvieron	  algebraicamente	  resolviendo	  la	  ecuación	  de	  mínimos	  cuadrados	  resultante	  del	  ajuste	  anterior	  para	  un	  porcentaje	  de	  supervivencia	  del	  50%.	  
Todos	   los	   datos	   cuantificables	   se	   expresan	   como	   la	   media	   aritmética	   ±	   error	   estándar	   de	   al	  menos	   tres	   experimentos	   independientes.	   La	   significación	   de	   las	   diferencias	   entre	   grupos	   fue	  determinada	  mediante	   el	   análisis	   de	   t-­‐Student	   (prueba	   de	  Mann-­‐Whitney	   de	   dos	   colas	   con	   un	  intervalo	  de	  confianza	  del	  95%).	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1.-­‐	  Resumen	  del	  caso	  clínico	  	  El	  paciente	  a	  partir	  del	  cual	  se	  desarrolló	  este	  trabajo	  acudió	  Hospital	  y	  fue	  diagnosticado	  de	  una	  leucemia	  aguda	  linfoblástica	  (LAL)	  de	  tipo	  B	  en	  base	  a	  los	  siguientes	  análisis:	  





Astenia,	  dolor	  abdominal	  y	  hepatoesplenomegalia	  




Tabla	  5:	  Cuadro	  resumen	  de	  los	  datos	  del	  paciente	  al	  diagnóstico	  a	  partir	  del	  cual	  se	  obtuvo	  el	  cDNA	  
con	   el	   gen	   de	   fusión	   BCR-­‐JAK2.	   Se	   muestran	   los	   síntomas,	   el	   resultado	   de	   la	   caracterización	  inmunofenotípica	  y	  el	  cariotipo.	  
	  
2.-­‐	  Identificación	  del	  gen	  de	  fusión	  BCR-­‐JAK2	  en	  un	  paciente	  
con	  leucemia	  aguda	  linfoblástica	  (LAL)	  	  Con	  el	  fin	  de	  saber	  si	  el	  paciente	  tenía	  el	  tránscrito	  BCR-­‐ABL	  se	  procedió	  a	  realizar	  una	  RT-­‐PCR	  convencional	  usando	  RNA	  de	  médula	  ósea	  (MO)	  y	  sangre	  periférica	  (SP).	  	  
El	  resultado	  de	  la	  PCR	  para	  el	  punto	  de	  rotura	  major	  (M)	  fue	  negativo	  (ver	  esquema	  en	  Figura	  6),	  pero	  sin	  embargo	   la	   reacción	  del	  punto	  de	  rotura	  minor	   (m)	  descubrió	  un	  producto	  de	  PCR	  de	  tamaño	  menor	  que	  el	  control	  positivo	  (Figura	  9).	  
	  
Figura	  9:	  Identificación	  de	   la	   translocación	  BCR-­‐JAK2	  en	  el	  paciente	  al	  diagnóstico.	  Análisis	  por	  RT-­‐PCR	  anidada	  con	  oligos	  estándar	  para	  p190	  BCR-­‐ABL	  (BCR-­‐B	  y	  ABL3)	  en	  las	  muestras	  de	  sangre	  periférica	  (SP)	  y	  médula	  ósea	  (MO)	  al	  diagnóstico	  del	  paciente	  LAL,	  mostrando	  una	  amplificación	  inusual	  de	  281	  pb.	  C+:	  control	  positivo;	  C-­‐:	  control	  negativo.	  	  	  
El	  análisis	  de	  la	  secuencia	  	  de	  281	  pb	  reveló	  que	  mantenía	  el	  marco	  de	  lectura	  y	  correspondía	  a	  la	  región	  esperada	  del	  exón	  1	  de	  BCR	  (la	  que	  se	  encuentra	  normalmente	  en	  el	  tránscrito	  BCR-­‐ABL	  p190)	  unida	  a	  90	  pb	  correspondientes	  al	  exón	  19	  de	  JAK2	  y	  flanqueados	  por	  el	  oligo	  reverso	  de	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ABL	   (ABL3).	   La	   razón	   por	   la	   que	   esta	   primera	   amplificación	   con	   oligos	   BCR-­‐B	   y	   ABL-­‐3	   para	  detectar	   BCR-­‐ABL	   dio	   como	   resultado	   el	   amplicón	   de	   BCR-­‐JAK2	   fue	   el	   alto	   porcentaje	   de	  homología	   del	   oligonucleótido	   ABL-­‐3	   con	   una	   secuencia	   del	   exón	   19	   de	   JAK2:	   hasta	   12	  nucleótidos	   eran	   complementarios	   a	   esta	   secuencia,	   lo	   que	   permitió	   la	   hibridación	   con	   la	  secuencia	  errónea	  y	  consecuentemente	  la	  amplificación	  del	  nuevo	  transgén	  (Figura	  10).	  	  
	  
Figura	   10:	   Secuencia	   del	   punto	   de	   rotura	   de	   BCR-­‐JAK2.	  A)	   Secuencia	   del	   producto	   de	   PCR	   (281	   bp)	  obtenido	   al	   diagnóstico	   usando	   los	   oligonucleótidos	   para	   detectar	   BCR-­‐ABL	   p190.	   En	   verde,	   secuencia	  complementaria	   al	   oligonucleótido	   BCR-­‐B;	   en	   negro,	   BCR	   (exón	   1);	   en	   rojo,	   JAK2	   (exón	   19);	   en	   azul,	  secuencia	  complementaria	  del	  oligonucléotido	  ABL3	  (figura	  1).	  El	  marco	  de	  lectura	  abierto	  se	  mantiene.	  	  B)	  Análisis	  de	  alineamiento	  entre	  el	  oligonucléotido	  reverso	  ABL3	  (azul)	  y	  la	  secuencia	  de	  JAK2	  (rojo)	  obtenida	  en	  (A)	  que	  muestra	  12	  nucleótidos	  complementarios.	  	  
El	  resultado	  de	  la	  secuencia	  era	  semejante	  a	   los	  casos	  descritos	  de	  LMC	  y	  LMA	  para	  esta	  nueva	  translocación	   (Griesinger	   et	   al.,	   2005,	   Lane	   et	   al.,	   2008,	   Cirmena	   et	   al.,	   2008),	   y	   estos	   datos	  sugerían	  la	  presencia	  de	  un	  gen	  de	  fusión	  BCR-­‐JAK2.	  Para	  confirmarlo	  se	  realizaron	  ensayos	  de	  RT-­‐PCR	  con	  oligos	  para	  BCR	  (BCR-­‐B)	  y	  el	  codón	  de	  parada	  de	  JAK2	  (JAK2-­‐Rv-­‐T)	  sobre	  las	  mismas	  muestras	  al	  diagnóstico,	  obteniendo	  como	  resultado	  una	  banda	  específica	  de	  1307	  bp	  que,	  una	  vez	  secuenciada,	  contenía	  el	  dominio	  de	  oligomerización	  de	  BCR	  y	  el	  dominio	  tirosín-­‐quinasa	  de	  JAK2	   (Figura	   11A).	   El	   ADNc	   completo	   de	  BCR-­‐JAK2	   se	   amplificó	   usando	   oligos	   flanqueantes	   al	  codón	  de	  comienzo	  de	  BCR	  (BCR-­‐Fw-­‐T)	  y	  el	  codón	  de	  parada	  de	  JAK2	  (JAK2-­‐Rv-­‐T).	  El	  resultado	  fue	   un	   fragmento	   específico	   de	   2260	   bp	   (Figura	   11B)	   que	   fue	   secuenciado	   y	   subclonado	   en	   el	  vector	  retroviral	  pLZR-­‐IRES-­‐EGFP	  para	  estudiar	  su	  función	  tanto	  in	  vitro	  como	  in	  vivo.	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Figura	  11:	  Amplificación	  del	  ADNc	   completo	  de	  BCR-­‐JAK2	  por	  PCR.	  A)	  Verificación	  del	  gen	  de	  fusión	  BCR-­‐JAK2	  por	  RT-­‐PCR	  usando	  oligos	  para	  BCR	  (BCR-­‐B)	  y	  la	  región	  flanqueante	  al	  codón	  de	  parada	  de	  JAK2	  (JAK2-­‐Rv-­‐T).	   PM:	   marcador	   de	   peso	   molecular;	   C-­‐:	   control	   negativo	   (BCR-­‐ABL+	   p210).	   	   B)	   Amplificación	  completa	  del	  ADNc	  de	  BCR-­‐JAK2	  por	  RT-­‐PCR	  con	  oligos	  flanqueantes	  al	  codón	  de	  inicio	  de	  BCR	  y	  el	  codón	  de	  parada	  de	  JAK2.	  PM:	  marcador	  de	  peso	  molecular.	  	  
El	  cDNA	  	  completo,	  de	  2260	  pb,	  codifica	  para	  un	  polipéptido	  con	  una	  masa	  molecular	  de	  83	  kDa	  que	   contiene	   el	   dominio	   superhélice	   enrollada	   de	   BCR	   responsable	   de	   la	   oligomerización	  fusionado	  al	  dominio	  tirosín-­‐quinasa	  de	  JAK2	  (JH1)	  (Figura	  12).	  
	  
Figura	   12:	   Representación	   esquemática	   de	   la	   estructura	   de	   la	   proteína	   quimérica	   BCR-­‐JAK2:	  
dominio	   de	   oligomerización	   de	   BCR	   y	   dominio	   kinasa	   de	   JAK2.	  Las	   secuencias	  de	  nucleótidos	   (nt)	  y	  aminoácidos	  (aa)	  muestran	  el	  punto	  de	  rotura	  (en	  rojo	  el	  triplete	  común	  a	  BCR	  y	  JAK2);	  los	  números	  indican	  la	  posición	  en	  pares	  de	  bases	  del	  punto	  de	  rotura	  para	  cada	  gen:	  1767	  en	  el	  gen	  BCR	  (NM_004327)	  y	  2929	  en	  el	  gen	  JAK2	  (NM_4972).	  
	  
3.-­‐	  Detección	  de	  la	  fusión	  mediante	  hibridación	  in	  situ	  con	  
sonda	  fluorescente	  (FISH)	  	  Para	  confirmar	  la	  presencia	  inequívoca	  de	  un	  gen	  de	  fusión	  se	  realizaron	  ensayos	  adicionales	  de	  hibridación	   in	  situ	  con	  sondas	   fluorescentes.	  En	  primer	   lugar	  se	  usó	  un	   juego	  de	  sondas	  verdes	  (LSI	  22	  Spectrum	  Green)	  de	  300	  kb	  que	  cubre	  el	  extremo	  5’	  del	  gen	  BCR,	  y	  el	  resultado	  fueron	  3	  señales	  en	  un	  73%	  de	  los	  núcleos	  de	   la	  preparación,	   lo	  que	  sugería	  que	  un	  alelo	  de	  BCR	  estaba	  fragmentado	   (Figura	   13A).	   A	   continuación,	   se	   usaron	   sondas	   específicas	   para	   los	   extremos	   5’	  (rojo,	  2302	  3H3)	  y	  3’	   (verde,	  28A9	  60G18)	  del	  gen	   JAK2,	  y	  el	   resultado	   fue	  de	  3	  señales	  en	  un	  62%	   de	   los	   núcleos:	   una	   señal	   co-­‐localizada	   rojo-­‐verde	   (alelo	   normal),	   una	   roja,	   y	   otra	   verde	  (Figura	  13B).	  Esto	  indicaba	  que	  existía	  un	  punto	  de	  rotura	  dentro	  del	  locus	  JAK2.	  Finalmente,	  se	  realizó	  la	  hibridación	  con	  la	  sonda	  verde	  para	  BCR	  (LSI	  22	  Spectrum	  Green)	  y	  una	  roja	  para	  JAK2	  (927H16)	  y	  se	  observaron	  3	  señales	  verdes	  (BCR)	  y	  dos	  rojas	  (JAK2).	  Una	  de	  las	  señales	  verdes	  co-­‐localizaba	  con	  una	  de	  las	  rojas,	  evidenciando	  de	  esta	  forma	  una	  fusión	  entre	  los	  genes	  BCR	  y	  JAK2	  en	  un	  41%	  de	  los	  núcleos	  observados	  (Figura	  13C).	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Figura	  13:	  Análisis	  por	  hibridación	  in	  situ	  fluorescente	  (FISH)	  de	  núcleos	  interfásicos	  de	  células	  de	  
médula	  ósea	  para	  confirmar	  la	  translocación	  BCR-­‐JAK2.	  A)	  Las	  sondas	  LSI	  22	  Spectrum	  Green	  (verde)	  cubren	  la	  región	  5’	  de	  BCR	  y	  muestran	  tres	  señales	  en	  el	  caso	  del	  paciente	  al	  diagnóstico,	  lo	  que	  indica	  una	  rotura	  del	   gen.	  B)	   Análisis	   FISH	   con	   sondas	  BAC	   flanqueantes	  del	   gen	   JAK2.	   La	   señal	   co-­‐localizada	   roja	   y	  verde	  corresponde	  a	  la	  copia	  normal	  del	  gen	  (control).	  El	  alelo	  roto	  (reorganizado)	  en	  el	  caso	  del	  paciente	  al	  diagnóstico	  produce	  una	  señal	  roja	  y	  otra	  verde	  deslocalizadas.	  C)	  Análisis	  por	  FISH	  de	  la	  traslocación	  BCR-­‐JAK2.	  En	  el	  caso	  del	  control	  sano	  se	  observan	  dos	  señales	  rojas	  y	  dos	  verdes.	  En	  los	  núcleos	  del	  paciente	  al	  diagnóstico	  se	  aprecian	  tres	  señales	  verdes:	  una	  de	  ellas	  co-­‐localiza	  con	  una	  señal	  roja	  revelando	  una	  fusión	  génica	  BCR-­‐JAK2.	   	  
4.-­‐	  Seguimiento	  de	  la	  enfermedad	  mínima	  residual	  (EMR)	  del	  
paciente	  por	  qPCR	  	  Con	  objeto	  de	  poder	  monitorizar	  la	  evolución	  de	  la	  enfermedad	  mínima	  residual	  del	  paciente	  se	  diseñó	   un	   ensayo	   específico	   de	   qPCR	   para	   BCR-­‐JAK2,	   usando	   sondas	   FRET	   (fluorescence	  
resonance	  energy	   transfer)	   (Figura	   14).	   Gracias	   a	   esta	   nueva	   prueba	   se	   pudo	   confirmar	   que	   el	  paciente	  consiguió	   la	   remisión	  molecular	  completa	   (RMC)	  cinco	  semanas	  después	  de	   la	   terapia	  de	   inducción	   y	   justo	   antes	   del	   trasplante	   autólogo	   de	   médula	   ósea.	   La	   remisión	   molecular	  completa	  se	  mantiene	  hasta	  el	  momento	  actual.	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Figura	  14:	  Detección	  de	  la	  enfermedad	  mínima	  residual	  del	  paciente	  por	  qPCR.	  Se	  diseñaron	  sondas	  FRET	   específicas	   para	   la	   fusión	   BCR-­‐JAK2.	   Los	   niveles	   de	   tránscrito	   BCR-­‐JAK2	   del	   paciente	   desde	   el	  diagnóstico	   hasta	   el	   presente	   se	   expresan	   en	   unidades	   arbitrarias	   y	   se	   normalizaron	   con	   respecto	   a	   los	  niveles	  endógenos	  de	  BCR	  (gen	  control).	  La	  respuesta	  molecular	  se	  obtuvo	  antes	  del	  trasplante	  de	  médula	  ósea.	  MO:	  médula	  ósea;	  SP:	  sangre	  periférica;	  TMO:	  trasplante	  de	  médula	  ósea.	  	  
5.-­‐	  La	  expresión	  ectópica	  de	  BCR-­‐JAK2	  confiere	  independencia	  
a	  factores	  de	  crecimiento	  	  Para	  investigar	  la	  capacidad	  de	  transformación	  de	  BCR-­‐JAK2	  se	  usó	  como	  modelo	  la	  línea	  celular	  Ba/F3,	   que	   depende	   de	   la	   interleukina-­‐3	   (IL-­‐3)	   para	   proliferar	   y	   que	   ha	   sido	   ampliamente	  utilizada	  como	  modelo	  para	  estudiar	  tanto	  la	  señalización	  intracelular	  disparada	  por	  las	  tirosín-­‐quinasas	  (Lacronique	  et	  al.,	  2000,	  Schwaller	  et	  al.,	  1998)	  como	  la	  capacidad	  de	  inhibición	  de	  esta	  actividad	  por	  parte	  de	  pequeños	  inhibidores	  específicos	  (Warmuth	  et	  al.,	  2007,	  Pardanani	  et	  al.,	  2007b).	  Las	  células	  se	  transdujeron	  con	  el	  vector	  retroviral	  control	  portador	  de	  la	  EGFP	  (pLZR-­‐IRES-­‐EGFP)	   y	   el	   vector	   retroviral	   BJ,	   que	   contiene	   el	   ADNc	   de	   BCR-­‐JAK2	   además	   de	   la	   EGFP	  (pLZR-­‐BJ-­‐IRES-­‐EGFP).	  
Con	  objeto	  de	  cuantificar	  y	  confirmar	  la	  independencia	  de	  IL-­‐3	  en	  células	  que	  expresan	  BCR-­‐JAK2	  se	   realizaron	   ensayos	   de	   proliferación	   en	   presencia	   y	   ausencia	   de	   IL-­‐3,	   usando	   como	   control	  positivo	   la	   línea	   Ba/F3	   TEL-­‐JAK2,	   cuya	   independencia	   de	   este	   factor	   de	   crecimiento	   ya	   fue	  descrita	   (Lacronique	   et	   al.,	   2000,	   Schwaller	   et	   al.,	   1998).	   Gracias	   a	   este	   ensayo	   se	   pudo	  comprobar	   que	   la	   línea	   Ba/F3	   BCR-­‐JAK2	   era	   capaz	   de	   proliferar	   en	   cultivo	   in	   vitro	   tanto	   en	  presencia	  como	  en	  ausencia	  de	  IL-­‐3,	  mientras	  que	  las	  Ba/F3	  control	  seguían	  siendo	  dependientes	  de	  IL-­‐3	  (Figura	  15).	  Además,	  es	  importante	  destacar	  que	  la	  tasa	  de	  crecimiento	  de	  las	  Ba/F3-­‐BJ	  era	  significativamente	  mayor	  que	  la	  de	  la	  línea	  control.	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Figura	  15:	  BCR-­‐JAK2	  confiere	   independencia	  de	   factores	  de	  crecimiento	  a	   la	   línea	  celular	  de	  ratón	  
Ba/F3.	  Esta	  línea	  celular	  fue	  transducida	  con	  un	  vector	  retroviral	  control	  (Ba/F3-­‐control,	  negro)	  y	  con	  un	  vector	  que	  porta	   la	   fusión	  génica	  BCR-­‐JAK2	  (Ba/F3-­‐BJ,	  rojo).	  Como	  control	  positivo	  se	  usó	   la	   línea	  Ba/F3-­‐TEL-­‐JAK2	   (azul).	   Se	   realizaron	   ensayos	   de	   proliferación	   en	   presencia	   (	   	   	   	   )	   y	   ausencia	   (-­‐-­‐-­‐)	   de	   IL-­‐3	   y	   se	  contaron	  diariamente	  durante	  5	  días	  con	  cámara	  Neubauer	  y	  azul	  tripan.	  Los	  resultados	  se	  expresan	  como	  media	  ±	  desviación	  típica	  (n=3)	  y	  se	  presenta	  la	  significación	  para	  las	  líneas	  que	  crecen	  en	  ausencia	  de	  IL-­‐3	  (t	  de	  student,	  ***	  p<0,001).	   	  
Por	  otra	  parte,	   las	  microfotografías	  de	   las	   células	  en	  cultivo	  muestran	  que	   la	   línea	  Ba/F3	  BCR-­‐JAK2	   crece	   típicamente	   formando	   grumos	   o	   racimos	   de	   células	   (Figura	   16).	   Esto	   podría	   estar	  sugiriendo	   la	   existencia	   de	   cambios	   en	   moléculas	   de	   adhesión	   u	   otros	   componentes	   del	  citoesqueleto,	  tal	  y	  como	  se	  ha	  descrito	  para	  la	  fusión	  BCR-­‐ABL	  (Bhatia	  et	  al.,	  1996).	  
	  
Figura	   16:	   Microfotografías	   de	   la	   línea	   Ba/F3	   control	   creciendo	   en	   presencia	   de	   IL-­‐3	   y	   las	   líneas	  
Ba/F3	  BCR-­‐JAK2	  y	  Ba/F3	  TEL-­‐JAK2	  en	  ausencia	  de	  IL-­‐3	  (objetivo	  20X).	  	  
Este	  conjunto	  de	  datos	  confirma	  la	  hipótesis	  de	  que	  BCR-­‐JAK2	  confiere	  una	  ventaja	  proliferativa	  a	  las	   células	   que	   lo	   expresan	   y	   que	   es	   capaz	   de	   transformarlas	   haciéndolas	   independientes	   de	  factores	  de	   crecimiento,	   como	  ya	   se	  ha	  descrito	  para	  otras	  proteínas	  de	   fusión	   como	  BCR-­‐ABL	  (McLaughlin	   et	   al.,	   1987),	   TEL-­‐JAK2	   (Lacronique	   et	   al.,	   1997),	   BCR-­‐FGFR1	   (Demiroglu	   et	   al.,	  2001)	   y	   BCR-­‐PDGFRA	   (Baxter	   et	   al.,	   2002,	   Demiroglu	   et	   al.,	   2001,	   McLaughlin	   et	   al.,	   1987,	  Lacronique	  et	  al.,	  1997).	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6.-­‐	  BCR-­‐JAK2	  está	  constitutivamente	  fosforilada	  y	  dispara	  la	  
activación	  de	  STAT5	  	  A	  continuación	  procedimos	  a	  caracterizar	  la	  ruta	  intracelular	  implicada	  en	  la	  transformación	  de	  las	  células	  que	  expresan	  BCR-­‐JAK2.	  Las	  proteínas	  de	  fusión	  implicadas	  en	  procesos	  neoplásicos	  tienen	   la	  capacidad	  de	  autofosforilarse	  en	  ausencia	  de	  señales	  externas	  y	  de	  esa	   forma	  pueden	  activar	   las	   cascadas	   de	   señalización	   pertinentes	   (Blume-­‐Jensen	   and	  Hunter,	   2001).	   Uno	   de	   los	  parámetros	  bioquímicos	  que	   indican	  transformación	  es	   la	   fosforilación	  constitutiva:	   la	  proteína	  quimérica	   no	   necesita	   ninguna	   señal	   activadora	   porque	   posee	   un	   dominio	   de	   dimerización	  adyacente	  al	  dominio	  tirosín-­‐quinasa,	  de	  modo	  que	  éste	  está	  permanentemente	  fosforilado	  y	  por	  tanto	   activo.	   Para	   probar	   que	   BCR-­‐JAK2	   está	   constitutivamente	   fosforilado	   en	   ausencia	   de	  estímulos	   externos	   como	   la	   IL-­‐3	   se	   realizaron	   ensayos	   de	   Western	   Blot	   en	   los	   que	   se	  inmunoprecipitaron	   los	   lisados	   de	   proteína	   total	   con	   un	   anticuerpo	   anti-­‐fosfo-­‐tirosina	   y	   se	  revelaron	  las	  membranas	  con	  un	  anticuerpo	  anti-­‐JAK2	  para	  detectar	  la	  presencia	  de	  p-­‐JAK2.	  En	  la	  Figura	  17	  se	  puede	  observar	   la	   fosforilación	   tanto	  de	   JAK2	  endógeno	   (130	  kDa)	  como	  de	  BCR-­‐JAK2	  (90	  kDa)	  en	  las	  muestras	  inmunoprecipitadas,	  así	  como	  el	  control	  positivo	  TEL-­‐JAK2,	  cuyo	  nivel	   de	   expresión	   es	   notablemente	   	   superior.	   Además,	   hibridando	   los	   lisados	   totales	   con	  anticuerpo	  anti-­‐p-­‐STAT5	  se	  pudo	  comprobar	  que	  STAT5	  se	   fosforila	  en	  presencia	  de	   IL-­‐3	  en	   la	  línea	   control,	   mientras	   que	   en	   el	   caso	   de	   las	   proteínas	   de	   fusión	   BCR-­‐JAK2	   y	   TEL-­‐JAK2	   dicha	  fosforilación	  ocurre	  incluso	  en	  ausencia	  de	  IL-­‐3.	  
	  
Figura	  17:	  Análisis	   por	  Western	  Blot	   de	   lisados	   celulares	  de	   células	  Ba/F3	   transducidas	   con	  BCR-­‐
JAK2,	  TEL-­‐JAK2	  o	   vector	   control	   (control).	  Los	   lisados	  celulares	  se	   inmunoprecipitaron	  con	  anticuerpo	  anti-­‐p-­‐Tyr	  y	  se	  revelaron	  con	  anticuerpo	  anti-­‐JAK2	  para	  detectar	  p-­‐JAK2	  (panel	  superior,	   JAK2	  endógeno:	  130	  kDa;	  BCR-­‐JAK2:	  90	  kDa;	  TEL-­‐JAK2:	  72	  kDa).	  Los	  lisados	  celulares	  totales	  se	  hibridaron	  con	  anticuerpos	  anti-­‐p-­‐Stat5	  y	  anti-­‐Stat5	  (panel	  inferior).	  IP:	  inmunoprecipitación;	  IB:	  inmunorevelado.	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Para	  demostrar	  que	  la	  activación	  de	  Stat5	  era	  funcional	  era	  necesario	  comprobar	  su	  potencial	  de	  translocación	   al	   núcleo.	   De	   esta	   forma,	   se	   prepararon	   fracciones	   enriquecidas	   en	   núcleo	   y	  citoplasma	  a	  partir	  de	   lisados	   totales	  y	   se	  hibridaron	  con	  anticuerpos	  específicos	  anti-­‐STAT5	  y	  anti-­‐pSTAT5.	   Como	   controles	   se	   usaron	   anticuerpos	   específicos	   para	   los	   compartimentos	  citoplasmático	   (proteína	   de	   unión	   a	   caja	   TATA,	   TBP)	   y	   nuclear	   (IkBα).	   Se	   puede	   observar	   que	  pStat5	   sólo	   se	   encuentra	   en	   el	   compartimento	   nuclear,	   lo	   que	   indica	   una	   activación	   funcional	  (Figura	  18).	  
	  
Figura	  18:	  Análisis	  por	  Western	  Blot	  de	   extractos	   enriquecidos	   en	  núcleo	   (N)	   y	   citoplasma	   (C).	  Se	  analizaron	   las	   líneas	   Ba/F3	   control,	   BCR-­‐JAK2	   y	   TEL-­‐JAK2,	   hibridando	   lisados	   proteicos	   con	   anticuerpos	  anti-­‐p-­‐STAT5	  y	  anti-­‐STAT5.	  Como	  control	  de	  carga	  se	  usaron	  anticuerpos	  anti-­‐TATA	  binding	  protein	  (N)	  y	  anti-­‐IkBα	  (C).	  	  
La	  localización	  subcelular	  de	  BCR-­‐JAK2	  se	  confirmó	  en	  experimentos	  de	  inmunofluorescencia	  en	  la	  línea	  celular	  HEK293T	  transfectada	  transitoriamente	  usando	  un	  anticuerpo	  anti-­‐JAK2.	  Como	  se	  muestra	   en	   la	   Figura	   19,	   el	   nivel	   de	   expresión	   de	   JAK2	   endógeno	   es	   tan	   bajo	   que	   podemos	  distinguir	   la	   expresión	  de	  BCR-­‐JAK2.	  Así,	   podemos	  apreciar	  una	   intensa	   señal	  de	  marcaje	  para	  JAK2	  en	  el	  citoplasma	  de	  las	  células	  que	  expresan	  BCR-­‐JAK2.	  
	  
Figura	   19:	   Análisis	   por	   inmunofluorescencia	   de	   células	   HEK293T	   transfectadas	   transitoriamente	  
con	   vector	   control	   pLZR-­‐control	   o	   pLZR-­‐BCR-­‐JAK2	   y	   analizadas	   por	  microscopía	   confocal.	   En	   azul	  aparecen	  los	  núcleos	  marcados	  con	  DAPI,	  en	  verde	  aparece	  la	  señal	  EGFP	  (control	  de	  transfección),	  y	  en	  rojo	  la	  señal	  de	  expresión	  de	  JAK2,	  que	  aparece	  sólo	  en	  el	  citoplasma	  de	  las	  células	  transfectadas	  con	  BCR-­‐JAK2.	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7.-­‐	  Inducción	  de	  genes	  diana	  de	  STAT5	  en	  células	  que	  
expresan	  BCR-­‐JAK2	  	  Con	  objeto	  de	  confirmar	  si	  la	  expresión	  de	  BCR-­‐JAK2	  y	  la	  consecuente	  fosforilación	  de	  STAT5	  se	  traducía	   en	   una	  modulación	  de	   la	   actividad	  biológica,	   se	   procedió	   a	   analizar	   los	   cambios	   en	   el	  programa	  de	  expresión	  génica.	  Concretamente	  se	  comprobó	  la	  posible	  sobreexpresión	  de	  genes	  relacionados	  con	  la	  supervivencia	  y	  la	  proliferación:	  BcL-­‐xL,	  Osm	  y	  Socs2.	  En	  el	  caso	  de	  BcL-­‐xL	  se	  detectó	  un	  aumento	  en	  la	  expresión	  de	  2	  a	  3	  veces	  en	  la	  línea	  Ba/F3-­‐BJ	  y	  en	  la	  Ba/F3-­‐control	  +	  IL-­‐3,	  datos	  que	  sugieren	  una	  regulación	  al	  alza	  de	  este	  gen	  anti-­‐apoptótico	  mediada	  por	  BCR-­‐JAK2	  en	  ausencia	  de	  IL-­‐3	  (Figura	  20).	  Esta	  sobreexpresión	  fue	  aún	  mayor	  en	  el	  caso	  de	  los	  otros	  dos	  genes	   estudiados	   (Osm	   y	   Socs2)	   en	   las	   células	   que	   expresan	   BCR-­‐JAK2	   así	   como	   en	   la	   línea	  celular	  usada	  como	  control	  positivo	  (control	  +	  IL-­‐3).	  
	  
Figura	  20:	  Niveles	  de	  expresión	  relativa	  de	  ARNm	  de	  BcL-­‐xL,	  Osm	  y	  Socs2	  en	  células	  Ba/F3	  control,	  
Ba/F3	   BCR-­‐JAK2	   y	   Ba/F3	   TEL-­‐JAK2	   por	   qPCR.	   Las	   barras	   de	   colores	   representan	   los	   cambios	   en	   la	  expresión	  respecto	  a	  las	  células	  control	  con	  valores	  de	  cada	  gen	  relativizados	  a	  la	  expresión	  del	  gen	  control	  
Gapdh	  (media	  ±	  desviación	  típica;	  n=	  3;	  t	  de	  student,	  *	  p<0,05;	  ***	  p<0,001)	  
	  
8.-­‐	  El	  inhibidor	  de	  JAK2	  TG101209	  anula	  la	  activación	  de	  BCR-­‐
JAK2	  y	  la	  fosforilación	  de	  STAT5	  	  TG101209	   es	   un	   inhibidor	   de	   JAK2	   potente	   y	   altamente	   selectivo	   que	   induce	   parada	   de	   ciclo	  celular	  y	  apoptosis	  en	  células	  Ba/F3	  que	  expresan	  la	  mutación	  JAK2V617F	  dentro	  del	  contexto	  de	  leucemia	  mieloide	  aguda	  a	   través	  de	   la	   inhibición	  de	   la	   fosforilación	  de	   la	  proteína	  mutada	  así	  como	  de	  su	  sustrato	  STAT5	  (Pardanani	  et	  al.,	  2007b).	  Para	  evaluar	  la	  eficacia	  de	  este	  inhibidor	  en	  nuestro	   modelo	   celular	   se	   realizaron	   ensayos	   de	   cinética	   dosis-­‐respuesta	   tratando	   las	   células	  Ba/F3	  BCR	  JAK2,	  Ba/F3	  TEL-­‐JAK2	  (control	  positivo)	  o	   las	  Ba/F3	  control	  (control	  negativo)	  con	  TG101209	  durante	  12h	  y	  se	  compararon	  con	  las	  mismas	  líneas	  tratadas	  con	  el	  vehículo	  (DMSO).	  Este	   ensayo	  demostró	   que	   las	   células	   que	   expresan	   las	   proteínas	   quiméricas	  BCR-­‐JAK2	   y	  TEL-­‐JAK2	   son	   altamente	   susceptibles	   al	   tratamiento	   con	   TG101209	   comparadas	   con	   las	   células	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control	   +	   IL-­‐3	   en	   términos	   de	   viabilidad	   (Figura	   21).	   En	   base	   a	   estos	   resultados	   se	   escogió	   la	  concentración	  1	  μM	  como	  dosis	  óptima	  para	  los	  experimentos	  de	  apoptosis.	  	  




Ba/F3 control (IC50=3180 nM)
Ba/F3 BCR-JAK (IC50=246 nM)








Figura	   21:	   Curva	   sigmoidal	   dosis-­‐respuesta	   de	   viabilidad	   respecto	   al	   inhibidor	   TG101209	   de	   las	  
células	  Ba/F3-­‐control	  en	  presencia	  de	  IL-­‐3	  y	  Ba/F3-­‐BCR-­‐JAK2	  y	  Ba/F3-­‐TEL-­‐JAK2	  en	  ausencia	  de	  IL-­‐3.	  Se	   muestra	   la	   viabilidad	   celular	   relativa	   al	   control	   sin	   tratamiento	   para	   concentraciones	   crecientes	   de	  inhibidor	   TG101209	   (donde	   el	   eje	   X	   es	   el	   logaritmo	   de	   la	   concentración).	   Se	   representan	   los	   valores	   de	  media	  aritmética	  de	  3	  experimentos	  independientes.	  	  
Para	   corroborar	   estos	   datos	   a	   nivel	   molecular	   se	   prepararon	   lisados	   proteicos	   de	   células	   que	  habían	  sido	  tratadas	  con	  1	  μM	  TG101209	  y	  se	  inmunoprecipitaron	  con	  un	  anticuerpo	  anti-­‐fosfo-­‐tirosina	   (pTyr).	   Después	   se	   revelaron	   con	   un	   anticuerpo	   anti-­‐Jak2	   para	   evaluar	   el	   grado	   de	  fosforilación	  de	  Jak2	  (Figura	  22).	  El	  análisis	  densitométrico	  mostró	  una	  inhibición	  del	  76%	  para	  BCR-­‐JAK2	  frente	  a	  un	  10%	  para	  TEL-­‐JAK2.	  Las	  diferencias	  observadas	  podrían	  deberse	  al	  mayor	  nivel	  de	  expresión	  de	  TEL-­‐JAK2	  y	  por	  tanto	  haría	  falta	  una	  mayor	  concentración	  de	  fármaco	  para	  conseguir	  una	  tasa	  de	  inhibición	  similar.	  Esta	  inhibición	  de	  la	  fosforilación	  también	  se	  observa	  en	  la	  proteína	  JAK2	  endógena.	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Figura	   22:	   Análisis	   por	   Western	   Blot	   del	   estado	   de	   fosforilación	   de	   las	   líneas	   celulares	   Ba/F3-­‐
control,	   Ba/F3	   BCR-­‐JAK2	   y	   Ba/F3	   TEL-­‐JAK2	   después	   de	   12h	   de	   exposición	   a	   1µM	   TG101209.	   Los	  lisados	  celulares	  se	  inmunoprecipitaron	  con	  anticuerpo	  anti-­‐p-­‐Tyr,	  y	  se	  revelaron	  con	  anticuerpo	  anti-­‐JAK2	  (panel	  superior).	  Los	  lisados	  celulares	  totales	  se	  hibridaron	  con	  anticuerpos	  anti-­‐p-­‐STAT5,	  anti-­‐STAT5,	  anti-­‐BCL-­‐XL	  y	   anti-­‐tubulina	   como	   control	   de	   carga	   (panel	   inferior).	   Se	  muestran	   los	   valores	  de	   inhibición	   con	  respecto	  al	  control	  con	  DMSO,	  al	  cual	  se	  dio	  el	  valor	  1.	  	  
La	  inhibición	  de	  la	  fosforilación	  también	  se	  traduce	  a	  nivel	  de	  STAT5,	  llegando	  a	  ser	  casi	  absoluta	  en	  el	  caso	  de	  BCR-­‐JAK2	  y	  TEL-­‐JAK2.	  En	  lo	  que	  concierne	  a	  BcL-­‐xL	  la	  inhibición	  es	  menor	  aunque	  alcanza	  el	  40%	  en	  la	  línea	  Ba/F3	  BCR-­‐JAK2.	  	  
Por	  último,	  a	  nivel	  transcripcional	  se	  detectó	  una	  disminución	  de	  la	  expresión	  en	  los	  genes	  Socs2,	  
Osm	  y	  BcL-­‐xL	  en	  las	  líneas	  BCR-­‐JAK2	  y	  TEL-­‐JAK2	  (Figura	  23).	  	  
	  
Figura	  23:	  Niveles	  de	  expresión	  relativa	  de	  ARNm	  de	  los	  genes	  BcL-­‐xL,	  Osm	  y	  Socs2	  en	  células	  Ba/F3-­‐
control,	   Ba/F3	   BCR-­‐JAK2	   y	   Ba/F3	   TEL-­‐JAK2.	   La	   expresión	   se	   analizó	   por	   qPCR	   después	   de	   12h	   de	   la	  exposición	   a	   1µM	   TG101209.	   Las	   barras	   representan	   los	   cambios	   en	   la	   expresión	   respecto	   a	   las	   células	  control	   con	   valores	   de	   cada	   gen	   relativizados	   a	   la	   expresión	   del	   gen	   control	  Gapdh	   (media	   ±	   desviación	  típica;	  n=	  3)	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Todos	  estos	  datos	  confirman	  la	  hipótesis	  de	  que	  el	   inhibidor	  TG101209	  impide	  la	  activación	  de	  STAT5	   y	   la	   subsiguiente	   inducción	   de	   genes	   diana	   (Socs2,	   Osm	   Y	   Bcl-­‐xL)	   mediada	   por	   STAT5	  debido	  a	  la	  inhibición	  de	  ambas	  proteínas	  quiméricas	  y	  el	  JAK2	  endógeno	  en	  las	  líneas	  control.	  	  
9.-­‐	  El	  inhibidor	  TG101209	  induce	  muerte	  celular	  por	  apoptosis	  
en	  la	  línea	  Ba/F3	  BCR-­‐JAK2	  	  Para	  dilucidar	  el	  mecanismo	  de	  muerte	  celular	  inducido	  por	  el	  inhibidor	  TG101209	  se	  realizaron	  ensayos	  de	  unión	  a	  anexina-­‐V	  y	  se	  analizaron	  las	  muestras	  por	  citometría	  de	  flujo	  (Figura	  17).	  	  El	  tratamiento	   de	   las	   células	   Ba/F3	   BCR-­‐JAK2	   con	   1	   µM	   TG101209	   durante	   24h	   produce	   un	  aumento	   de	   aproximadamente	   el	   80%	  de	   células	   positivas	   a	   anexina-­‐V	   en	   comparación	   con	   el	  control	  tratado	  con	  vehículo	  (DMSO).	  Como	  era	  de	  esperar,	  el	  inhibidor	  TG101209	  apenas	  tiene	  efecto	   sobre	   las	   células	   control	   Ba/F3	   control	   +IL3,	   lo	   que	   evidencia	   que	   la	   inducción	   de	  apoptosis	  en	  la	  línea	  que	  expresa	  BCR-­‐JAK2	  es	  consecuencia	  de	  la	  inhibición	  de	  la	  tirosín-­‐quinasa	  (Figura	  24).	  
	  
Figura	  24:	  Experimento	  representativo	  de	  ensayo	  de	  apoptosis	  de	  las	  líneas	  celulares	  Ba/F3	  control	  
+	  IL-­‐3,	  Ba/F3	  BCR-­‐JAK2	  y	  Ba/F3	  TEL-­‐JAK2	  medido	  por	  citometría	  de	  flujo.	  La	  apoptosis	  se	  midió	  como	  el	  porcentaje	  de	  células	  que	  muestran	  marcaje	  para	  anexina-­‐V	  en	  la	  superficie	  de	  la	  membrana	  celular,	  y	  se	  representa	   enmarcada	   en	   rojo.	   Las	   células	   Ba/F3-­‐control	   creciendo	   sin	   IL-­‐3	   no	   se	  muestran	   porque	   son	  incapaces	  de	  crecer	  en	  un	  medio	  que	  carece	  de	  esta	  interleuquina.	  	  
La	  tasa	  de	  apoptosis	  en	  la	  línea	  que	  expresa	  TEL-­‐JAK2	  es	  ligeramente	  menor	  que	  en	  las	  BCR-­‐JAK2	  en	  concordancia	  con	  la	  menor	  susceptibilidad	  al	  fármaco	  puesta	  de	  manifiesto	  en	  los	  ensayos	  de	  dosis-­‐respuesta	  (Figura	  25).	  Estas	  diferencias	  también	  podrían	  deberse	  a	  los	  elevados	  niveles	  de	  expresión	  proteica	  en	  esta	  línea.	  























Figura	   25:	   Cuantificación	   del	   porcentaje	   de	   células	   apoptóticas	   mediante	   citometría	   de	   flujo.	   La	  apoptosis	   se	   midió	   como	   el	   porcentaje	   de	   células	   Ba/F3	   control,	   BCR-­‐JAK2	   y	   TEL-­‐JAK2	   que	   muestran	  marcaje	  para	  anexina-­‐V	  en	  la	  superficie	  de	  la	  membrana	  celular.	  Los	  valores	  se	  representan	  como	  la	  media	  ±	  desviación	  típica	  de	  tres	  experimentos	  independientes	  (n=3)	  (análisis	  de	  varianza	  de	  2	  vías,	  ***	  p<0,001)	  
	  
10.-­‐	  La	  expresión	  de	  BCR-­‐JAK2	  en	  células	  Ba/F3	  induce	  la	  
formación	  de	  tumores	  en	  ratones	  inmunodeficientes	  	  La	  capacidad	  que	  tienen	  determinadas	  proteínas	  de	  fusión	  de	  propiciar	  la	  generación	  de	  tumores	  en	  modelos	  de	  ratones	  inmunodeficientes	  ha	  sido	  ya	  descrita	  (Puttini	  et	  al.,	  2006).	  Con	  objeto	  de	  evaluar	   el	   potencial	   tumorigénico	   de	  BCR-­‐JAK2	   se	   inyectaron	   subcutáneamente	   células	  Ba/F3-­‐control	   y	   Ba/F3	   BCR-­‐JAK2	   en	   los	   flancos	   izquierdo	   y	   derecho	   respectivamente	   de	   ratones	  inmunodeficientes	  OlaHsd-­‐Foxn1nu/nu.	  A	  los	  20	  días	  ya	  se	  hicieron	  visibles	  en	  los	  flancos	  derechos	  de	   todos	   los	   animales	   unos	   tumores	   de	   considerable	   tamaño.	   Como	   era	   previsible,	   las	   células	  Ba/F3	   control	   no	   fueron	   capaces	   de	   propagarse	   en	   este	   modelo	   y	   por	   tanto	   no	   produjeron	  tumores	  en	  los	  flancos	  izquierdos	  (Figura	  26).	  Puesto	  que	  las	  células	  que	  expresan	  BCR-­‐JAK2	  co-­‐expresan	  también	  la	  EGFP	  se	  analizaron	  los	  tumores	  usando	  un	  fotodetector	  digital.	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Figura	   26:	   Ensayo	   de	   tumorogénesis	   con	   ratones	   inmunodeficientes	   inyectados	   subcutáneamente	  
con	  107	  células	  Ba/F3	  control	  (flanco	  izquierdo)	  y	  Ba/F3	  BCR-­‐JAK2	  (flanco	  derecho).	  Panel	  izquierdo:	  	  los	   ratones	  desarrollaron	   tumores	  sólo	  en	  el	   flanco	  derecho	   (flechas	  negras),	  donde	  se	   inyectaron	  células	  Ba/F3	   BCR-­‐JAK2.	   Panel	   derecho:	   los	   tumores	   subcutáneos	   expresaban	   EGFP	   en	   el	   flanco	   derecho	   de	   los	  animales	   (flechas	  blancas)	   tal	   y	   como	  muestran	   las	   fotografías	   capturadas	   en	  una	   fotoestación	  digital.	   En	  ningún	  caso	  se	  detectó	  señal	  EGFP	  en	  los	  flancos	  izquierdos,	  donde	  se	  inyectaron	  células	  Ba/F3	  control.	  	  
El	  análisis	  de	  las	  células	  del	  tumor	  por	  citometría	  de	  flujo	  confirmó	  estos	  resultados:	  al	  menos	  el	  50%	  de	  células	  del	  tumor	  expresaban	  la	  EGFP	  y	  por	  tanto	  provenían	  de	  las	  	  células	  inyectadas.	  El	  50%	  restante	  de	  células	  que	  conformaban	  el	  tumor	  y	  no	  expresaban	  la	  EGFP	  podrían	  ser	  células	  accesorias	   al	   tumor	  provistas	  por	   el	   huésped	   tales	   como	   tejido	   conectivo,	   epitelial	   y	   endotelial	  (Figura	   27).	   Además,	   tampoco	   podrían	   excluirse	   fenómenos	   de	   silenciamiento	   de	   la	   expresión	  por	  metilación	  en	  el	  promotor	  que	  regula	  la	  expresión	  del	  transgén	  BCR-­‐JAK2.	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Figura	  27:	  Análisis	  por	  citometría	  de	  flujo	  de	  las	  células	  de	  los	  tumores	  subcutáneos	  disgregados.	  Los	  tumores	   formados	   en	   ratones	   inmunodeficientes	   se	   disgregaron	   con	   colagenasa	   C	   y	   se	   analizaron	   por	  citometría	   de	   flujo.	   Se	  muestra	   la	   expresión	   de	   EGFP	   en	  más	   de	   la	  mitad	   de	   la	   población.	   FS:	   dispersión	  frontal;	  SS:	  dispersión	  lateral.	  	  
Por	  último,	  para	  confirmar	  la	  expresión	  de	  la	  proteína	  quimérica	  se	  hizo	  una	  RT-­‐PCR	  sobre	  ARN	  de	  las	  células	  tumorales	  con	  oligonucleótidos	  específicos	  para	  BCR-­‐JAK2	  y	  se	  observó	  una	  clara	  amplificación	  con	  el	  tamaño	  del	  fragmento	  esperado	  en	  todos	  los	  casos	  analizados	  (Figura	  28).	  	  
	  
Figura	  28:	  Análisis	  por	  RT-­‐PCR	  de	   la	  expresión	  de	  BCR-­‐JAK2	  en	   los	   tumores	  obtenidos	  de	   ratones	  
inoculados	   con	   células	   Ba/F3-­‐control	   y	   Ba/F3	   BCR-­‐JAK2.	   Se	   emplearon	   muestras	   de	   ARN	   de	   tres	  tumores	   diferentes	   y	   se	   compararon	   con	  ARN	  de	   células	   Ba/F3	   control	   y	   Ba/F3	  BCR-­‐JAK2,	   usadas	   como	  control	   negativo	   y	   positivo,	   respectivamente.	   pLZR-­‐BJ-­‐IRES-­‐EGFP:	   plásmido	   retroviral	   portador	   de	   BCR-­‐JAK2	  usado	  también	  como	  control	  positivo.	  PM:	  marcador	  de	  peso	  molecular.	  	  
Todo	  este	  conjunto	  de	  datos	  confirma	  la	  capacidad	  oncogénica	  de	  BCR-­‐JAK2.	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11.-­‐	  Los	  progenitores	  hematopoyéticos	  de	  ratón	  que	  expresan	  
BCR-­‐JAK2	  muestran	  un	  aumento	  en	  la	  proliferación	  y	  la	  
supervivencia	  	  Con	   objeto	   de	   comprobar	   si	   las	   células	   progenitoras	   hematopoyéticas	   de	   ratón	   que	   expresan	  BCR-­‐JAK2	  poseen	  mayor	  capacidad	  de	  proliferación	  que	  las	  células	  control	  se	  realizaron	  ensayos	  de	   transducción	   de	   células	   Lin-­‐	   seleccionadas	   a	   partir	   de	  médula	   ósea	   total	   de	   ratones	  Balb/c.	  Posteriormente	  se	  diseñaron	  ensayos	  de	  expansión	  in	  vitro	  que	  confirmaron	  que	  las	  células	  que	  expresan	   BCR-­‐JAK2	   muestran	   mayor	   capacidad	   de	   proliferación	   comparada	   con	   las	   células	  control,	   como	  se	  puede	  observar	  en	   la	  Figura	  29.	  De	  hecho,	   las	  células	  que	  expresan	  BCR-­‐JAK2	  son	  capaces	  de	  proliferar	  en	  cultivo	  in	  vitro	  durante	  más	  de	  tres	  meses,	  mientras	  que	  las	  células	  control	   no	   suelen	   superar	   los	   30	   días.	   Esta	   serie	   de	   datos	   confirma	   que	   además	   de	   conferir	  ventaja	  proliferativa	  y	   transformar	   líneas	  hematopoyéticas,	  BCR-­‐JAK2	  aumenta	   la	  capacidad	  de	  proliferación	  y	  supervivencia	  de	  progenitores	  hematopoyéticos	  de	  ratón.	  	  
	  
Figura	  29:	  Ensayo	  de	  proliferación	  de	  células	  progenitoras	  de	  ratón	  Lin-­‐	   transducidas	  
con	   los	   vectores	   retrovirales	   pLZR-­‐IRES-­‐EGFP	   (control)	   o	   pLZR-­‐BJ-­‐IRES-­‐EGFP.	   Los	  progenitores	  hematopoyéticos	  de	  ratón	  transducidos	  con	  BCR-­‐JAK2	  mostraron	  una	  capacidad	  de	  expansión	  muy	  incrementada	  respecto	  al	  control.	  Los	  valores	  se	  representan	  como	  media	  
±	  desviación	  típica	  (n=3)	  (t	  de	  student,	  ***	  p<0,001)	  	  
12.-­‐	  La	  expresión	  de	  BCR-­‐JAK2	  en	  progenitores	  
hematopoyéticos	  de	  ratón	  induce	  un	  síndrome	  
mieloproliferativo	  in	  vivo	  	  El	   siguiente	   objetivo	   fue	   verificar	   si	   la	   fusión	   BCR-­‐JAK2	   era	   responsable	   de	   la	   leucemia	   en	   el	  paciente.	  Para	  comprobar	  los	  efectos	  de	  la	  expresión	  ectópica	  del	  gen	  de	  fusión	  BCR-­‐JAK2	  en	  un	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modelo	   de	   leucemogénesis	   in	   vivo	   se	   trasplantaron	   células	   Lin-­‐	   de	   ratón	   transducidas	   con	   los	  vectores	   retrovirales	   pLZR-­‐IRES-­‐EGFP	   (control)	   y	   pLZR-­‐BJ-­‐IRES-­‐EGFP	   en	   ratones	   letalmente	  irradiados.	  Se	  realizaron	  tres	  experimentos	  distintos	  con	  sobrenadantes	  retrovirales	  preparados	  de	   forma	   independiente.	   De	   un	   total	   de	   21	   animales	   trasplantados	   11	   desarrollaron	   una	  enfermedad	  linfo/mieloproliferativa	  con	  varias	  características	  histopatológicas	  que	  se	  describen	  a	  continuación.	  
En	  el	  primer	  experimento,	  1	  animal	  de	  los	  5	  trasplantados	  desarrolló	  una	  neoplasia	  linfoide	  con	  leucocitosis	   y	   moderada	   esplenomegalia,	   así	   como	   infiltraciones	   que	   podrían	   indicar	  hematopoyesis	  extramedular.	  El	  análisis	  de	  la	  médula	  ósea	  reveló	  fibrosis	  y	  aplasia	  medular.	  





















Figura	  30:	  Análisis	  de	  supervivencia	  y	  contaje	  leucocitario	  del	  segundo	  experimento	  de	  trasplante.	  
Panel	   izquierdo:	   Diagrama	   Kaplan-­‐Meier	   de	   supervivencia	   del	   trasplante	   del	   experimento	   2.	   Panel	  
derecho:	  Contaje	  leucocitario	  a	  25	  días	  post-­‐trasplante	  del	  experimento	  2	  (t	  de	  student,	  **	  p<0,01).	  	  
Las	   extensiones	  de	   sangre	  periférica	   teñida	   con	  hematoxilina/eosina	   revelaron	   la	  presencia	  de	  mielocitos	   (neutrófilos	   y	   basófilos),	   mieloblastos	   y	   megacariocitos,	   así	   como	   una	   severa	  diseritropoyesis	   con	   aberraciones	   de	   esta	   serie	   tales	   como	   anisocitosis	   (eritrocitos	   de	   muy	  distinto	   tamaño),	   acantocitosis	   (presencia	  de	  acantocitos:	  hematíes	   con	  espículas	  de	   longitud	  y	  posición	  irregular,	  compatible	  con	  mielofibrosis)	  	  y	  cuerpos	  de	  Howell-­‐Jolly	  (residuos	  del	  núcleo	  celular)	  (Figura	  31,	  paneles	  A,	  B	  y	  C).	  Merece	  la	  pena	  reseñar	  que	  en	  algunos	  casos	  han	  aparecido	  megacariocitos	  (Figura	  31,	  panel	  C)	  en	  extensiones	  de	  sangre	  periférica,	  lo	  que	  podría	  indicar	  un	  bloqueo	   en	   la	   maduración	   de	   estos	   precursores	   de	   plaquetas.	   También	   se	   observó	   un	   severo	  infiltrado	  de	  células	  linfoides	  y	  otros	  precursores	  sanguíneos	  en	  el	  hígado,	  así	  como	  una	  acusada	  esplenomegalia	  (Figura	  31,	  panel	  D).	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Figura	   31:	   Análisis	   histopatológico	   de	   tejidos	   y	   órganos	   de	   los	   ratones	   trasplantados	   en	   el	  
experimento	  2.	  A)	  Extensión	  de	  sangre	  periférica	  ratón	  BJ1	  (40x)	  con	  mieloblastos;	  B)	  Extensión	  de	  sangre	  periférica	  ratón	  BJ1	  (100x)	  con	  mielocitos	  basófilos;	  C)	  Extensión	  de	  sangre	  periférica	  ratón	  BJ4	  (100x)	  con	  presencia	   de	   megacariocitos	   precursores	   de	   plaquetas	   y	   reticulocitos;	   D)	   Imagen	   de	   los	   bazos	   del	  experimento	  2	  en	  el	  punto	  final.	  Las	  extensiones	  se	  tiñeron	  con	  hematoxilina/eosina.	  	  
En	  el	  tercer	  experimento,	  3	  animales	  de	  los	  7	  trasplantados	  desarrollaron	  una	  neoplasia	  mieloide	  en	  el	  sistema	  hematopoyético	  (Figura	  32).	  




















Figura	  32:	  Diagrama	  Kaplan-­‐Meier	  de	  supervivencia	  del	  trasplante	  del	  experimento	  3.	  	  
Esta	  neoplasia	   se	   caracterizaba	  por	   la	  presencia	   en	   sangre	  periférica	  de	  precursores	  mieloides	  inmaduros	  y	  un	  elevado	  número	  de	  polimorfonucleares	  neutrófilos	  (Figura	  33).	  Sin	  	  embargo,	  en	  este	  experimento	  de	  trasplante	  no	  se	  produjo	  esplenomegalia	  en	  ningún	  caso.	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Figura	  33:	  Análisis	  histopatológico	  de	  los	  ratones	  trasplantados	  en	  el	  experimento	  3.	  A)	  Extensión	  de	  sangre	  periférica	  con	  presencia	  de	  precursores	  de	  la	  serie	  blanca	  (100x).	  B)	  Extensión	  de	  sangre	  periférica	  con	   aumento	   de	   polimorfonucleares	   neutrófilos	   (100x).	   Las	   extensiones	   se	   tiñeron	   con	  hematoxilina/eosina.	  
	  También	  pudimos	  observar	  una	  cierta	  dificultad	  en	   la	  capacidad	  de	  cicatrización	  de	  heridas	  de	  los	   animales	   trasplantados,	   característica	   descrita	   en	   modelos	   de	   leucemia	   y	   síndrome	  mielodisplástico	   (Visco	   et	   al.,	   2008,	   Kaden	   et	   al.,	   1979),	   aunque	   no	   conseguimos	   demostrar	  ninguna	  correlación	  con	  los	  niveles	  de	  plaquetas	  en	  sangre.	  	  	  
13.-­‐	  Análisis	  inmunofenotípico	  en	  los	  tejidos	  hematopoyéticos	  	  Con	  objeto	  de	  caracterizar	  más	  ampliamente	  el	  tipo	  de	  enfermedad	  causada	  por	  la	  expresión	  de	  BCR-­‐JAK2	  en	  el	  compartimento	  hematopoyético,	  se	  realizaron	  análisis	  de	  inmunofenotipo	  de	  los	  tejidos	   implicados	   usando	   anticuerpos	   específicos	   de	  moléculas	   de	   superficie	   para	  marcar	   los	  linajes	  mieloide	  (Gr-­‐1/Mac-­‐1)	  y	  linfoide	  de	  tipo	  B	  y	  T	  (B220	  y	  CD3).	  
En	   el	   experimento	   1,	   a	   30	   días	   post	   trasplante	   (dpt)	   destacó	   un	   ratón	   con	   una	   mayoría	   de	  linfocitos	  B	  en	  sangre	  periférica.	  Para	  determinar	  el	  estadío	  de	  maduración	  de	  los	  linfocitos	  B	  se	  realizaron	  marcajes	  por	  citometría	  de	   flujo	  con	   los	  anticuerpos	  B220,	  CD19,	   IgM,	  CD43	  y	  CD25	  que	  permitían	  conocer	  su	  estado	  de	  diferenciación.	  Así,	   los	   resultados	  del	  análisis	  en	  el	  animal	  BJ2	   mostraron	   que	   esta	   población	   de	   linfocitos	   B	   eran	   	   B220+,	   CD19+,	   IgM+,	   CD43+	   y	   CD25low	  (Figura	  34).	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Figura	  34:	  Caracterización	   inmunofenotípica	  de	  sangre	  periférica	  y	  médula	  ósea	  del	   ratón	  BJ2	  del	  
experimento	   1.	   El	   análisis	   se	   realizó	   por	   citometría	   de	   flujo	   usando	   anticuerpos	   de	   linaje	   y	   estadío	   de	  maduración	   anti-­‐B220,	   anti-­‐CD19,	   anti-­‐IgM,	   anti-­‐CD43,	   anti-­‐CD25	   (todos	   ellos	  marcados	   con	   ficoeritrina,	  PE).	  FS	  (forward	  scatter):	  dispersión	  frontal;	  SS	  (side	  scatter):	  dispersión	  lateral.	  	  Este	  inmunofenotipo	  corresponde	  según	  la	  ontogenia	  de	  linfocitos	  B	  a	  un	  estadio	  de	  maduración	  intermedio	  entre	  pro-­‐B	  y	  pre-­‐B.	   	  
En	  el	  experimento	  2,	  los	  resultados	  de	  la	  caracterización	  inmunofenotípica	  a	  25	  dpt	  mostraron	  un	   desbalance	   en	   los	   linajes	   de	   sangre	   periférica	   de	   ratones	   BJ	   a	   favor	   de	   la	   serie	   granulo-­‐macrofágica,	  que	  representaba	  aproximadamente	  el	  95%	  de	  la	  sangre	  periférica	  total	  (figura	  35).	  










































Figura	  35:	  Caracterización	  inmunofenotípica	  de	  sangre	  periférica	  con	  anticuerpos	  anti-­‐Gr-­‐1	  y	  anti-­‐
Mac1	  (linaje	  mieloide),	  anti-­‐B220	  (linaje	  linfoide	  B)	  y	  anti-­‐CD3	  (linaje	  linfoide	  T)	  del	  experimento	  2	  
a	   25	   dpt.	   El	   diagrama	   de	   dispersión	   muestra	   que	   el	   95%	   de	   células	   circulantes	   en	   ratones	   BJ	   son	  granulocitos/macrófagos.	  (t	  de	  student,	  ***	  p<0,001;	  **p<0,05)	  	  
Este	  desbalance	  se	  estaba	  produciendo	  en	  detrimento	  de	  los	  otros	  linajes	  (linfocitos	  B	  y	  T),	  cuya	  representación	  en	  sangre	  periférica	  de	  ratones	  BJ	  era	  muy	  escasa.	  
Es	  interesante	  subrayar	  la	  ausencia	  de	  expresión	  de	  EGFP	  en	  los	  tejidos	  de	  ratones	  trasplantados	  con	  progenitores	  que	  expresan	  BCR-­‐JAK2	  (Figura	  36).	  Este	  silenciamiento	  de	  la	  expresión	  podría	  atribuirse	  a	  la	  metilación	  de	  la	  secuencia	  reguladora	  U3	  y	  se	  detallará	  más	  tarde.	  
	  
	  




































Figura	  36:	  Expresión	  de	  EGFP	  en	  sangre,	  médula	  y	  bazo	  para	  los	  dos	  grupos	  del	  trasplante	  del	  experimento	  
2	  por	   citometría	   de	   flujo.	  Los	  diagramas	  de	  dispersión	  muestran	   la	  ausencia	  total	  de	  expresión	  de	  EGFP	  en	   los	  tejidos	  hematopoyéticos.	  (t	  de	  student,	  ***	  p<0,001).	  



































Figura	   37:	   Caracterización	   inmunofenotípica	   de	   sangre	   periférica	   en	   los	   dos	   grupos	   del	  	  
experimento	  3	  a	  30	  dpt.	  (t	  de	  student,	  ns:	  no	  significativo;	  *	  p<0,05).	  	  
Sin	   embargo,	   	   sí	   se	   observaron	   diferencias	   significativas	   en	   las	   poblaciones	   de	  granulocitos/macrófagos	   de	   médula	   ósea	   entre	   los	   dos	   grupos	   de	   ratones	   a	   30	   días	   post-­‐trasplante	   (Figura	   38),	   lo	   que	   sugería	   un	   comportamiento	   similar	   al	   observado	   en	   el	  experimento2.	  
Además,	   se	   procedió	   a	   ampliar	   la	   caracterización	   de	   estas	   células	   incluyendo	   un	  marcaje	   para	  determinar	  el	   estadío	  de	  maduración	  de	   los	  progenitores	  hematopoyéticos	   con	   los	  marcadores	  Lin-­‐,	  Sca-­‐1	  y	  c-­‐kit	  en	  muestras	  de	  médula	  ósea	  a	  30	  dpt.	  Para	  profundizar	  aún	  más	  se	  dispuso	  de	  los	  marcadores	  CD16/32	  (FcγR)	  y	  CD34	  para	  determinar	  las	  distintas	  subpoblaciones	  dentro	  del	  compartimento	   de	   progenitores:	   progenitor	   mieloide	   común	   (PMC,	   Lin-­‐	   Sca-­‐1-­‐,	   c-­‐kit+,	   FcγR-­‐,	  CD34+),	  progenitor	  eritroide	  megacariocítico	  (PEM,	  Lin-­‐	  Sca-­‐1-­‐,	  c-­‐kit+,	  FcγR-­‐,	  CD34-­‐)	  y	  progenitor	  granulo-­‐macrofágico	   (PGM,	   Lin-­‐	   Sca-­‐1-­‐,	   c-­‐kit+,	   FcγR+,	   CD34+).	   La	   Figura	   39	   muestra	   un	   caso	  representativo	  en	  el	  que	  se	  observa	  un	  incremento	  de	  los	  PMC	  en	  los	  ratones	  que	  expresan	  BCR-­‐JAK2.	  
Figura	   38:	   Diagramas	   de	   dispersión	   para	   la	   caracterización	   inmunofenotípica	   de	  médula	   ósea	   en	   los	   dos	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Figura	  39:	  Diagrama	  de	  puntos	  por	  citometría	  de	  flujo	  de	  un	  experimento	  representativo.	  Se	  muestra	  el	  compartimento	  Lin/Sca-­‐1/c-­‐Kit/FcγR/CD34	  para	  dos	  ratones	  representativos	  de	  los	  grupos	  control	  y	  BJ.	  En	   el	   panel	   A)	   se	   muestra	   la	   selección	   de	   células	   Lin-­‐,	   Sca-­‐1-­‐,	   c-­‐Kit+,	   mientras	   que	   en	   el	   panel	   B)	   se	  representan	  las	  subpoblaciones	  de	  progenitores	  dentro	  de	  esta	  población:	  GMP	  (PGM),	  CMP	  (PGM)	  y	  MEP	  (PEM).	  	  
En	   la	   Figura	   40	   podemos	   observar	   en	   el	   análisis	   de	   los	   grupos	   del	   trasplante	   un	   moderado	  aumento	  en	  la	  población	  de	  progenitores	  LSK	  de	  los	  ratones	  BJ.	  Además,	  se	  observa	  un	  aumento	  muy	  significativo	  en	  el	  PMC	  a	  expensas	  de	  una	  drástica	  reducción	  del	  PGM.	  
	  
Figura	  40:	  Diagramas	  de	  dispersión	  de	   la	  caracterización	   inmunofenotípica	  de	  médula	  ósea	  en	   los	  
dos	  grupos	  del	  experimento	  3	  a	  30	  dpt.	  El	  marcaje	  revela	  un	  aumento	  significativo	  de	  progenitores	  en	  los	  ratones	   BJ	   y	   una	   descompensación	   de	   los	   progenitores	   de	   linaje	   a	   favor	   del	   PMC.	   (t	   de	   student;	   ns:	   no	  significativo;	  *	  p<0,05;	  ***p<0,001)	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Figura	  41:	  Diagramas	  de	  dispersión	  de	  la	  caracterización	  inmunofenotípica	  de	  sangre	  periférica	  en	  
los	   dos	   grupos	   del	   experimento	   3	   a	   60	   dpt.	   Se	   observan	   dobles	   positivos	   Gr-­‐1/Mac-­‐1,	   y	  aproximadamente	  un	  90%	  de	  células	  de	  sangre	  periférica	  expresa	  Mac-­‐1.	  También	  se	  observan	  diferencias	  significativas	   en	   la	   expresión	   del	   marcador	   linfoide	   B220	   (t	   de	   student,	   *	   p<0,05;	   **	   p<0,01;	   ns:	   no	  significativo).	  
	  
Las	  diferencias	  observadas	  a	  30	  dpt	  en	   los	  progenitores	  comprometidos	  a	   linaje	  no	  volvieron	  a	  observarse	  a	  60	  dpt,	  como	  puede	  apreciarse	  en	  la	  Figura	  42.	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Figura	   43:	   Diagramas	   de	   dispersión	   de	   la	   caracterización	   inmunofenotípica	   de	   médula	   ósea	   a	   180	   dpt.	   Se	  observan	  ligeras	  diferencias	  en	  las	  poblaciones	  linfocitarias,	  pero	  no	  en	  la	  población	  mieloide	  (t	  de	  student,	  *	  p<0,05;	  ns:	  no	  significativo).	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14.-­‐	  Análisis	  del	  número	  de	  copias	  del	  provirus	  en	  los	  ratones	  
trasplantados	  con	  progenitores	  hematopoyéticos	  
transducidos	  	  Con	   objeto	   de	   determinar	   y	   cuantificar	   la	   integración	   de	   copias	   del	   provirus	   en	   los	   tejidos	  afectados	  de	  los	  ratones	  trasplantados,	  se	  realizaron	  qPCRs	  con	  oligonucleótidos	  específicos	  para	  amplificar	  los	  genes	  EGFP	  y	  titina	  de	  ratón,	  según	  un	  protocolo	  previamente	  validado	  (Charrier	  et	  al.,	  2011).	  	  
En	  el	  primer	  experimento	  de	  trasplante	  se	  analizó	  ADN	  procedente	  de	  una	  muestra	  de	  médula	  ósea	  (sólo	  un	  ratón	  desarrolló	  la	  enfermedad)	  y	  se	  determinó	  que	  había	  0,45	  copias	  de	  provirus	  integradas	  por	  célula.	  
En	   el	   experimento	   2	   se	   analizaron	   muestras	   de	   ADN	   de	   bazo	   y	   se	   confirmó	   que	   todos	   los	  animales	  tenían	  copias	  del	  vector	  integradas,	  aunque	  este	  número	  era	  variable	  según	  cada	  animal	  (Figura	  44).	  
	  
Figura	  44:	  Análisis	  de	  integración	  de	  copias	  del	  vector	  retroviral	  en	  muestras	  del	  experimento	  2	  de	  
trasplante.	  Se	  calcularon	  las	  copias	  del	  gen	  EGFP	  y	  se	  normalizó	  con	  las	  copias	  del	  gen	  titina	  (t	  de	  student,	  ns:	  no	  significativo).	  	  
En	   el	   experimento	   3	   no	   pudieron	   analizarse	   dos	   ratones	  muertos	   por	   leucemia	   (BJ3	   y	   BJ7),	  mientras	  que	  el	  tercer	  ratón	  muerto	  (BJ4)	  mostró	  0,45	  copias	  de	  provirus	  integrado	  por	  célula.	  Por	   otro	   lado,	   los	   ratones	   BJ2,	   BJ5	   y	   BJ6	   no	   tenían	   copias,	   lo	   que	   explica	   que	   no	   hayan	  desarrollado	  ningún	  tipo	  de	  neoplasia	  (Figura	  45).	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Figura	  45:	  Análisis	  de	  integración	  de	  copias	  del	  vector	  retroviral	  en	  muestras	  del	  experimento	  3	  de	  
trasplante.	  Se	  calcularon	  las	  copias	  del	  gen	  EGFP	  y	  se	  normalizó	  con	  las	  copias	  del	  gen	  titina	  (t	  de	  student;	  ns:	  no	  significativo).	  	  Estos	  resultados	  confirman	  que	  el	  desarrollo	  de	  la	  enfermedad	  en	  estos	  ratones	  está	  asociado	  a	  la	  presencia	  del	  transgén.	  
	  
15.-­‐	  Expresión	  de	  BCR-­‐JAK2	  in	  vivo	  	  Debido	  a	  que	  la	  expresión	  del	  gen	  marcador	  EGFP	  parecía	  apagada	  o	  silenciada	  en	  dos	  de	  los	  tres	  experimentos,	   era	   necesario	   comprobar	   que	   el	   fenotipo	   observado	   en	   los	   ejemplares	  trasplantados	  era	  el	   resultado	  de	   la	  expresión	  de	   la	  proteína	  quimérica.	  Para	  ello	   se	  diseñaron	  oligonucleótidos	   y	   sonda	   TaqMan	   específicos	   para	   un	   amplicón	   que	   comprende	   el	   punto	   de	  rotura	  entre	  BCR	  y	  JAK2,	  y	  se	  puso	  a	  punto	  una	  qPCR	  para	  determinar	  la	  expresión	  del	  transgén	  en	  los	  tejidos	  hematopoyéticos	  de	  los	  ratones.	  En	  el	  experimento	  2	  se	  comprobó	  la	  expresión	  de	  BCR-­‐JAK2	  en	  las	  muestras	  de	  bazo,	  que	  puede	  observarse	  en	  la	  Figura	  46.	  
























Figura	  46:	  Niveles	  de	  expresión	  de	  ARNm	  de	  BCR-­‐JAK2	  en	  bazos	  de	  animales	  del	  experimento	  2	  por	  
qPCR.	   Se	   representa	   el	   valor	   2-­‐ΔΔCt.	   Los	   valores	   están	   normalizados	   con	   la	   expresión	   del	   gen	   endógeno	  Gapdh.	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Además,	   sobre	   estas	   mismas	   muestras	   se	   realizaron	   ensayos	   de	   inmunofluorescencia	   con	  anticuerpos	   anti-­‐JAK2	   para	   demostrar	   que	   la	   proteína	   expresada	   es	   funcional	   y	   se	   encuentra	  localizada	  en	  el	  citoplasma	  de	  las	  células	  infiltradas	  en	  el	  bazo,	  tal	  y	  como	  muestra	  la	  Figura	  47.	  
	  
Figura	  47:	  Análisis	  de	  inmunofluorescencia	  de	  cortes	  de	  bazo	  de	  ratones	  del	  experimento	  2	  usando	  
un	   anticuerpo	   anti-­‐JAK2	   y	   visualizados	   por	   microscopía	   de	   fluorescencia	   (20x).	   El	   nivel	   de	   JAK2	  endógeno	   de	   los	   bazos	   control	   (control)	   es	  muy	   bajo,	   lo	   que	   permite	   localizar	   la	   expresión	   de	   la	   fusión	  génica	  BCR-­‐JAK2	  en	  el	  citoplasma	  de	  los	  esplenocitos.	  	  
Por	   último,	   en	   el	   experimento	   3	   se	   realizaron	   ensayos	   de	   qPCR	   sobre	   muestras	   de	   ARNm	   de	  progenitores	  de	  médula	  ósea	  cultivados	  ex	  vivo	  en	  medio	  semisólido	  (metilcelulosa).	  Tal	  y	  como	  indica	  la	  Figura	  48	  existe	  una	  expresión	  variable	  del	  transgén,	  de	  1,4	  a	  12	  veces,	  con	  respecto	  a	  los	  ratones	  control.	  



























Figura	  48:	  Niveles	  de	  ARNm	  de	  BCR-­‐JAK2	  en	  progenitores	  de	  médula	  ósea	  del	  experimento	  3	  a	  30	  
dpt.	  Se	  representa	  el	  valor	  2-­‐ΔΔCt.	  Los	  valores	  están	  normalizados	  con	  la	  expresión	  del	  gen	  endógeno	  Gapdh.	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Estos	  resultados	  confirman	  que	  a	  pesar	  de	  no	  poder	  detectar	   la	  expresión	  de	   la	  EGFP,	   la	   fusión	  génica	  BCR-­‐JAK2	  se	  expresa	  in	  vivo	  y	  puede	  inducir	  la	  aparición	  de	  la	  enfermedad	  en	  los	  animales	  trasplantados.	  
	  
16.-­‐	  Estudio	  de	  metilación	  de	  la	  secuencia	  reguladora	  de	  la	  
expresión	  del	  transgén	  	  Una	   de	   las	   características	   más	   llamativas	   de	   la	   mayoría	   de	   los	   experimentos	   de	   trasplante	  descritos	  en	  esta	  memoria	  es	   la	  ausencia	  de	  células	  que	  expresan	   la	  EGFP	  en	  el	  caso	  de	  células	  transducidas	  con	  el	  vector	  RV:	  BJ-­‐EGFP	  .	  No	  obstante	  sí	  se	  ha	  podido	  apreciar	  un	  fenotipo	  claro	  en	  los	  ratones	  trasplantados,	  así	  como	  la	  expresión	  de	   la	  proteína	  quimérica	  in	  vivo.	  Por	  ello	  se	  recurrió	  a	  un	  compuesto	  químico	  demetilante,	  el	  5-­‐aza-­‐citidina,	  para	  comprobar	  si	  el	  mecanismo	  de	  silenciamiento	  de	   la	  expresión	  de	  EGFP	  podía	  ser	   la	  metilación.	  Así,	  se	  expuso	  un	  cultivo	  de	  células	  progenitoras	  de	  ratón	  Lin-­‐	  previamente	  transducidas	  con	  el	  transgén	  BCR-­‐JAK2	  al	  agente	  demetilante	  5-­‐aza-­‐citidina	  (AZA)	  durante	  72	  horas.	  El	  resultado	  fue	  un	  aumento	  de	  la	  expresión	  de	   EGFP	   de	  más	   de	   un	   50%	   con	   respecto	   a	   las	   células	   control,	   como	   puede	   observarse	   en	   la	  Figura	  49.	  



















Figura	  49:	  Cuantificación	  de	  células	  Lin-­‐	  EGFP+	  en	  un	  cultivo	   in	  vitro	  de	  células	  primarias	  de	  ratón	  
transducidas	  con	  BCR-­‐JAK2	  y	  expuestas	  a	  un	  tratamiento	  con	  el	  agente	  demetilante	  5-­‐aza-­‐citidina.	  Las	  células	  se	  cultivaron	  en	  presencia	  del	  agente	  durante	  72h	  con	  una	  concentración	  2µM.	  	  Para	   comprobar	   estos	   resultados	   preliminares	   se	   realizó	   un	   análisis	   de	   la	   secuencia	   U3	   del	  provirus,	  que	  es	  la	  responsable	  de	  la	  actividad	  transcripcional	  de	  los	  transgenes	  integrados.	  Este	  análisis	  se	  hizo	  por	  tratamiento	  con	  bisulfito	  y	  PCR	  anidada	  sobre	  muestras	  de	  ADN	  extraído	  de	  bazo.	   El	   análisis	   de	   las	   secuencias	   reveló	   que	   al	   menos	   el	   80%	   de	   las	   islas	   CpG	   (secuencias	  susceptibles	  de	  metilación)	  estaban	  modificadas	   (Figura	  50),	   lo	  que	  confirma	  nuestra	  hipótesis	  de	  que	  el	   transgén	  se	  encuentra	   silenciado	  porque	   la	   secuencia	  que	  controla	   su	  expresión	  está	  metilada	  y	  por	  tanto	  transcripcionalmente	  menos	  activa.	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Figura	  50:	  Análisis	  de	  metilación	  de	   la	  secuencia	  reguladora	  U3	  del	  provirus	  empleado	  en	   los	   tres	  
experimentos	  de	  trasplante	  de	  médula	  ósea.	  La	  secuencia	  contiene	  14	  islas	  CpG.	  El	  ADN	  extraído	  de	  los	  bazos	  de	  los	  ratones	  trasplantados	  se	  sometió	  a	  un	  tratamiento	  con	  bisulfito	  para	  modificar	  las	  islas	  CpG	  no	  metiladas.	  Posteriormente	  se	  realizó	  una	  PCR	  anidada	  para	  amplificar	  la	  secuencia	  marcada	  entre	  flechas	  y	  se	  analizó	  la	  secuencia	  del	  producto	  de	  PCR	  para	  determinar	  el	  porcentaje	  de	  metilación	  en	  función	  de	  los	  dinucleótidos	  modificados.	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Como	   resumen	   del	   número	   de	   ratones	   trasplantados	   en	   cada	   experimento,	   así	   como	   la	  integración	   de	   provirus,	   expresión	   del	   transgén,	   caracterización	   inmunofenotípica	   y	  anatomopatológica	  se	  muestra	  la	  Tabla	  2.	  
	  
Todos	   estos	   resultados	   sugieren	   que	   aquellos	   animales	   en	   los	   que	   han	   injertado	   células	  transducidas	   con	   la	   fusión	   génica	   BCR-­‐JAK2	   han	   desarrollado	   un	   síndrome	   linfo/mielo-­‐proliferativo	  en	  el	  ratón,	  de	  forma	  similar	  a	  lo	  que	  ocurre	  en	  el	  paciente.	  
	  
	  
	   GRUPOS	   COPIAS	   EXPRESIÓN	   INMUNOFENOTIPO	   ANATOMOPATOLOGIA	  
	   	   	   	   MO	   SP	   BZ	   SP	   BZ	  
EXP1	  
5	  control	  	   n/d	   n/d	   normal	   normal	   normal	   n/d	   n/d	  
5	  BJ	   VCN	  0,45	  (1/5)	   EGFP+	   B220	  (1/5)	   B220	  (1/5)	   B220	  (1/5)	   n/d	   Esplenomegalia	  (1/5)	  
EXP2	  
6	  control	   VCN	  0,8	  (4/6)	   EGFP+	   normal	   normal	   normal	   normal	   normal	  
7	  BJ	   VCN	  1,55	  (5/5)	   BCR-­‐JAK2+	   GRMAC	  (7/7)	   GRMAC	  (7/7)	   GRMAC	  (7/7)	  
Progenitores	  mieloides	  (7/7)	   Esplenomegalia	  (7/7)	  
EXP3	  
7	  control	   VCN	  1,11	  (5/7)	   EGFP+	   normal	   normal	   normal	   normal	   normal	  
7	  BJ	   VCN	  0,45	  (1/4)	   BCR-­‐JAK2+	   GRMAC	  (7/7)	   GRMAC	  (7/7)	   GRMAC	  (7/7)	  
Progenitores	  mieloides	  (7/7)	   Normomegalia	  (7/7)	  
Tabla	  6:	  Cuadro	  resumen	  de	  los	  experimentos	  de	  trasplante	  de	  médula	  ósea.	  Se	  muestran	  el	  número	  de	   animales	   de	   cada	   grupo	   empleados	   en	   cada	   experimento,	   la	   integración	   de	   copias	   del	   provirus,	   la	  expresión	   del	   transgén	   BCR-­‐JAK2,	   el	   inmunofenotipo	   y	   el	   análisis	   anatomopatológico	   en	   los	   tejidos	  hematopoyéticos.	   Entre	   paréntesis	   se	   muestra	   el	   número	   de	   animales	   positivos	   para	   un	   determinado	  fenotipo	  del	  total	  de	  animales	  analizados.	  VCN:	  número	  de	  copias	  del	  vector;	  MO:	  médula	  ósea;	  SP:	  sangre	  periférica;	  BZ:	  bazo;	  n/d:	  datos	  no	  disponibles.	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Este	  trabajo	  de	  investigación	  toma	  como	  punto	  de	  partida	  un	  paciente	  del	  Hospital	  Universitario	  de	  La	  Princesa	  cuyo	  cuadro	  clínico	  ha	  sido	  descrito	  en	  Material	  y	  Métodos.	  El	  cariotipo	  complejo,	  la	   citología	   y	   el	   inmunofenotipo	   de	   aspirado	   de	   médula	   ósea	   demostraron	   la	   presencia	   de	  linfoblastos	   y	   justificaron	   la	   búsqueda	   del	   reordenamiento	   BCR-­‐ABL	   en	   la	   Unidad	   de	   Biología	  Molecular.	  
Sin	  embargo	  la	  PCR	  estándar	  en	  pacientes	  con	  LAL	  para	  amplificar	  el	  tránscrito	  m	  BCR-­‐ABL	  dio	  como	  resultado	  un	  producto	  de	  menor	  tamaño,	  que	  al	  ser	  secuenciado	  reveló	  que	  BCR	  no	  estaba	  fusionado	   a	   ABL	   sino	   a	   JAK2.	   Los	   análisis	   moleculares	   posteriores	   confirmaron	   que	   este	  tránscrito	  mantenía	  el	  marco	  de	  lectura	  abierto	  y	  por	  tanto	  sería	  capaz	  de	  expresarse.	  Por	  último,	  los	  estudios	  de	  hibridación	   in	  situ	   fluorescente	  sobre	  núcleos	   interfásicos	  de	  células	  de	  médula	  ósea	  confirmaron	  la	  presencia	  de	  la	  traslocación	  entre	  BCR	  y	  JAK2	  .	  
El	  papel	  de	  las	  mutaciones	  de	  ganancia	  de	  función	  de	  JAK2	  en	  síndromes	  mieloproliferativos	  ha	  sido	   descrito	   en	   enfermedades	   como	   la	   policitemia	   vera,	   la	   mielofibrosis	   y	   la	   trombocitemia	  esencial	  (James	  et	  al.,	  2005b,	  Kralovics	  et	  al.,	  2005,	  Levine	  et	  al.,	  2005,	  Baxter	  et	  al.,	  2005)	  y	  se	  ha	  detallado	  en	  la	  Introducción	  de	  este	  trabajo.	  También	  se	  han	  descrito	  reordenamientos	  de	  JAK2	  con	   otros	   genes	   cuyos	   productos	   quiméricos	   conllevan	   procesos	   neoplásicos,	   tales	   como	  TEL-­‐
JAK2	   (Lacronique	   et	   al.,	   1997)	   y	   SEC31A-­‐JAK2	   (Van	   Roosbroeck	   et	   al.,	   2011).	   Por	   otro	   lado,	   el	  papel	   de	   BCR	   en	   la	   oligomerización	   de	   ABL	   en	   el	   caso	   de	   BCR-­‐ABL	   también	   ha	   sido	   reseñado	  (McWhirter	  et	  al.,	  1993)	  y	  ha	  demostrado	  ser	  esencial	  en	  las	  rutas	  de	  activación	  de	  quinasas	  de	  fusión	  (Pendergast	  et	  al.,	  1989,	  Campbell	  et	  al.,	  1990).	  
Por	   todo	   lo	   anteriormente	  mencionado	  parecía	   lógico	  proponer	   la	   hipótesis	   de	  que	  una	   fusión	  génica	  entre	  BCR	  y	   JAK2	  podría	   tener	  características	  oncogénicas	  similares	  a	   las	  observadas	  en	  otras	  tirosín-­‐quinasas	  de	  fusión	  como	  BCR-­‐ABL	  y	  la	  más	  recientemente	  descrita	  TEL-­‐JAK2.	  
El	  presente	  estudio	  ha	  perseguido	  demostrar	  las	  propiedades	  oncogénicas	  de	  BCR-­‐JAK2	  in	  vitro,	  caracterizando	  la	  vía	  de	  señalización	  intracelular	  implicada,	  las	  moléculas	  que	  median	  y	  regulan	  la	   respuesta	   y	   los	   genes	   activados	   en	   consecuencia,	   así	   como	  generar	  un	  modelo	   experimental	  celular	   donde	   poder	   evaluar	   la	   efectividad	   de	   inhibidores	   de	   tirosín-­‐quinasas	   que	   podrían	  utilizarse	  en	  un	  futuro	  como	  terapia	  antileucémica.	  Por	  otra	  parte,	  también	  nos	  hemos	  propuesto	  sentar	   las	   bases	   de	   un	  modelo	   de	   ratón	   en	   el	   que	   demostrar	   que	  BCR-­‐JAK2	   tiene	   propiedades	  oncogénicas	   in	   vivo,	   evaluar	   si	   la	   expresión	   de	   esta	   proteína	   quimérica	   es	   suficiente	   para	  desencadenar	  un	  proceso	  neoplásico	  y	   caracterizar	   el	   tipo	  de	  patología	   asociada.	  Además,	   este	  modelo	   animal	   también	   podría	   servir	   en	   el	   futuro	   como	   una	   herramienta	   sencilla	   y	   útil	   en	  estudios	  preclínicos	  para	  validar	  el	  uso	  de	  terapias	  moleculares	  dirigidas.	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1.-­‐PACIENTE	  CON	  LAL-­‐B	  PORTADOR	  DE	  BCR-­‐JAK2	  	  En	  esta	  memoria	  de	   tesis	   se	  describe	  el	   caso	   clínico	  del	  único	  paciente	  descrito	  portador	  de	   la	  fusión	   génica	   BCR-­‐JAK2	   diagnosticado	   con	   leucemia	   aguda	   linfoblástica	   de	   tipo	   B	   y	   cariotipo	  complejo.	   En	   la	   literatura	   hasta	   ahora	   se	   han	   descrito	   otros	   7	   casos	   de	   pacientes	   con	   este	  tránscrito	  dando	  lugar	  a	  distintos	  cuadros	  clínicos	  y	  patologías,	  como	  muestra	  la	  Tabla	  7.	  
CARIOTIPO	   DIAGNÓSTICO	   AÑO	   REFERENCIA	  
t(9;22)(p24;	  q11.2)	   Leucemia	  mieloide	  crónica	  (LMC)	   2005	   Griesinger	  et	  al.	  
t(9;22)(p24;q11)	   Leucemia	  mieloide	  aguda	  (LMA)	   2008	   Cirmena	  et	  al.	  
t(9;22)(p24;q11)	   Leucemia	  mieloide	  crónica	  (LMC)	   2008	   Lane	  et	  al.	  
t(9;18;22)(p23;p11.3;q11.2)	   Síndrome	  mieloproliferativo	  	   2011	   Impera	  et	  al.	  
Cariotipo	  complejo:	  49XY,+X,+2,+4,–9,–11,+19,add(19)(q13),+20,–22,+mar	   Leucemia	  aguda	  linfoblástica	  (LAL-­‐B)	   2012	   Cuesta-­‐Dominguez	  et	  al.	  
t(9;22)(p24;	  q11.2)	   Síndrome	  mieloproliferativo	  similar	  a	  LMC	   2012	   Elnaggar	  et	  al.	  
ins(9;22)(q11;p13p24)	   Leucemia	  mieloide	  crónica	  atípica	  (LMCa)	   2013	   Xu	  et	  al.	  
t(9;22)(p24;	  q11.2)	   Leucemia	  mieloide	  crónica	  atípica	  (LMCa)	   2013	   Bellesso	  et	  al.	  
Tabla	  7:	  Revisión	  bibliográfica	  sobre	  la	  fusión	  génica	  BCR-­‐JAK2.	  Se	  muestran	  el	  cariotipo	  y	  tipo	  de	  patología	  diagnosticada,	  referencias	  y	  año	  de	  publicación.	  
	  
Como	  se	  puede	  observar	  nuestro	  caso	  contrasta	  con	  el	  resto	  de	  pacientes	  en	  los	  que	  esta	  fusión	  génica	   está	  mayoritariamente	   asociada	   a	   LMC	   y	   LMA.	   Es	   interesante	   remarcar	   cómo	   distintos	  reordenamientos	  dan	   lugar	  a	  proteínas	  quiméricas	  semejantes	  que	  afectan	  al	   linaje	  mieloide,	  y	  sin	  embargo	  nuestro	  paciente	  pone	  de	  manifiesto	  que	  la	  translocación	  BCR-­‐JAK2	  no	  se	  restringe	  únicamente	  a	  este	  linaje.	  
Por	   otro	   lado,	   aproximadamente	   dos	   tercios	   de	   los	   pacientes	   adultos	   con	   leucemia	   aguda	  linfoblástica	  (LAL)	  no	  cuentan	  con	  marcadores	  moleculares	  o	  citogenéticos	  asociados	  como	  el	  Ph’	  en	  la	  LMC	  (Faderl	  et	  al.,	  2000).	  Así,	  aunque	  parece	  que	  BCR-­‐JAK2	  es	  relativamente	  infrecuente,	  es	  posible	  que	  existan	  pacientes	  con	  síndrome	  linfo-­‐	  o	  mieloproliferativo	  y	  Ph-­‐	  que	  sean	  portadores	  de	   esta	   translocación.	   Por	   ello	  hemos	  desarrollado	  una	  qPCR	   con	   sonda	  FRET	  para	  detectar	   el	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tránscrito	   BCR-­‐JAK2	   como	   técnica	   de	   diagnóstico	   molecular	   y	   seguimiento	   de	   la	   enfermedad	  mínima	  residual	  (EMR)	  .	  	  
En	   el	   paciente	   la	   EMR	   indetectable	   coincide	   en	   el	   tiempo	   con	   la	   respuesta	   genética	   y	   clínica	  completa,	   que	   se	   mantiene	   hasta	   el	   día	   de	   hoy.	   Esto	   podría	   deberse	   a	   la	   rápida	   respuesta	  molecular	  al	  tratamiento	  estándar	  de	  quimioterapia	  con	  prednisona,	  vincristina	  y	  daunorubicina	  conseguida	  con	  anterioridad	  al	  trasplante	  autólogo	  de	  médula	  ósea	  (Mortuza	  et	  al.,	  2002).	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2.-­‐	  BCR-­‐JAK2	  ES	  UNA	  PROTEÍNA	  TIROSÍN-­‐QUINASA	  
PLENAMENTE	  FUNCIONAL	  Y	  CONSTITUTIVAMENTE	  ACTIVA	  EN	  
AUSENCIA	  DE	  SEÑALES	  DE	  PROLIFERACIÓN	  	  La	   proteína	   BCR-­‐JAK2	   contiene	   el	   dominio	   de	   hélice	   enrollada	   de	   BCR	   fusionado	   al	   dominio	  tirosín-­‐quinasa	  de	  JAK2,	  tal	  y	  como	  reveló	  la	  secuenciación	  del	  producto	  de	  PCR	  sobre	  la	  muestra	  de	  médula	  ósea	  del	  paciente	  al	  diagnóstico.	  La	  proteína	  JAK2	  endógena	  en	  condiciones	  normales	  se	  fosforila	  gracias	  a	  la	  oligomerización	  producida	  tras	  la	  unión	  de	  los	  factores	  de	  crecimiento	  a	  los	  receptores	  de	  citoquinas	  implicados	  en	  la	  vía	  JAK/STAT	  (Parganas	  et	  al.,	  1998).	  Sin	  embargo,	  se	   ha	   descrito	   que	   en	   determinados	   tipos	   de	   leucemia	   y	   tumores	   sólidos	   puede	   darse	   la	  oligomerización	   de	   estas	   tirosín-­‐quinasas	   de	   forma	   independiente	   de	   la	   unión	   al	   ligando	  correspondiente,	   como	   revisaron	   Tefferi	   y	   Gilliland	   (Tefferi	   and	   Gilliland,	   2007).	   Nuestra	  hipótesis	   de	   partida	   considera	   que	   en	  BCR-­‐JAK2	   la	   activación	   del	   dominio	   quinasa	   de	   JAK2	   se	  debe	  a	  la	  oligomerización	  mediada	  por	  el	  dominio	  de	  hélice	  enrollada	  de	  BCR,	  tal	  y	  como	  ocurre	  con	  la	  activación	  constitutiva	  de	  BCR-­‐ABL	  (McWhirter	  et	  al.,	  1993)	  y	  de	  la	  misma	  forma	  que	  TEL	  cuando	  se	  encuentra	  fusionado	  a	  JAK2	  (Golub	  et	  al.,	  1996).	  
En	  el	  caso	  de	  BCR-­‐ABL,	  la	  estructura	  de	  la	  quinasa	  ABL	  ha	  sido	  ampliamente	  caracterizada,	  lo	  que	  ha	  permitido	  determinar	  su	  función	  tanto	  en	  condiciones	  normales	  como	  patológicas	  (Panjarian	  et	  al.,	  2013).	  La	  resolución	  cristalográfica	  y	  la	  mutagénesis	  dirigida	  de	  algunos	  aminoácidos	  han	  identificado	  residuos	  claves	  de	  esta	  quinasa,	  como	  la	  Ile164	  del	  dominio	  SH2,	  de	  forma	  que	  estos	  mutantes	  son	  catalíticamente	  inactivos	  y	  resultan	  en	  una	  supresión	  de	  la	  actividad	  tanto	  de	  ABL	  como	  de	  BCR-­‐ABL,	  sugiriendo	  un	  papel	  regulador	  positivo	  en	  la	  función	  quinasa	  (Filippakopoulos	  et	  al.,	  2008,	  Grebien	  et	  al.,	  2011).	  
En	   cuanto	   a	   la	   otra	   mitad	   de	   la	   proteína	   quimérica,	   BCR,	   se	   han	   descrito	   algunas	   funciones	  relevantes	  para	  esta	  proteína	  en	  condiciones	  fisiológicas,	  como	  su	  actividad	  GTPasa	  (Diekmann	  et	   al.,	   1991),	   su	   capacidad	   de	   interaccionar	   con	   la	   cromatina	   (Wetzler	   et	   al.,	   1995)	   y	   con	   la	  proteína	  GRB2	  implicada	  en	  la	  vía	  de	  RAS	  (Pendergast	  et	  al.,	  1993),	  así	  como	  su	  actividad	  serín-­‐treonín	   quinasa	   (Maru	   and	  Witte,	   1991).	   Sin	   embargo	   su	   papel	   en	   la	   oligomerización	   resulta	  fundamental	  cuando	  está	  fusionado	  a	  tirosín-­‐quinasas	  (McWhirter	  et	  al.,	  1993,	  Guo	  et	  al.,	  1998).	  De	   un	   modo	   muy	   similar	   actuaría	   la	   proteína	   TEL,	   cuyo	   papel	   en	   la	   oligomerización	   de	  oncoproteínas	  de	  fusión	  también	  es	  fundamental	  (Golub	  et	  al.,	  1996).	  	  
A	  la	  hora	  de	  caracterizar	  el	  mecanismo	  de	  acción	  de	  BCR-­‐JAK2	  así	  como	  las	  vías	  de	  señalización	  intracelular	   implicadas	   se	   hizo	   necesario	   obtener	   una	   línea	   celular	   que	   expresase	   de	   forma	  estable	  esta	  proteína.	  Para	  ello	  usamos	  como	  modelo	  la	  línea	  prolinfocítica	  de	  ratón	  Ba/F3,	  que	  ha	   sido	   ampliamente	   utilizada	   en	   estudios	   de	   transformación	   y	   oncogénesis	   (Li	   et	   al.,	   1999,	  Rutherford	  et	  al.,	  2001,	  Lacronique	  et	  al.,	  2000,	  Million	  et	  al.,	  2004,	  Pierce	  et	  al.,	  2012)	  porque	  en	  codiciones	   normales	   necesita	   IL-­‐3	   como	   estímulo	   para	   proliferar.	   Así,	   se	   puede	   evaluar	   la	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capacidad	  transformadora	  de	  la	  proteína	  transducida	  si	  las	  células	  se	  vuelven	  independientes	  de	  este	  factor	  de	  crecimiento.	  De	  esta	  forma	  generamos	  dos	  líneas	  celulares	  Ba/F3:	  una	  línea	  control	  que	  sólo	  expresaba	  la	  EGFP	  y	  otra	  que	  expresaba	  BCR-­‐JAK2	  y	  EGFP	  a	  través	  de	  una	  construcción	  bicistrónica.	  
Los	  datos	  iniciales	  de	  este	  trabajo	  muestran	  cómo	  la	  línea	  Ba/F3	  es	  transformada	  por	  BCR-­‐JAK2,	  haciéndose	   independiente	   de	   factores	   de	   crecimiento.	   En	   estas	   células	   STAT5	   se	   fosforila	  constitutivamente	  y	  es	  capaz	  de	  translocar	  al	  núcleo	  celular.	  Estos	  hallazgos	  son	  semejantes	  a	  la	  activación	   constitutiva	   de	   la	   vía	   JAK/STAT	   descrita	   para	   BCR-­‐ABL	   y	   TEL-­‐JAK2,	   sugiriendo	   que	  STAT5	   juega	   un	   papel	   clave	   tanto	   en	   el	   proceso	   de	   transformación	   celular	   como	   en	   el	  mantenimiento	  de	  la	  enfermedad	  debido	  a	  proteínas	  tirosín-­‐quinasas	  de	  fusión	  o	  el	  virus	  Abelson	  (Hoelbl	  et	  al.,	  2006,	  Ye	  et	  al.,	  2006,	  Hoelbl	  et	  al.,	  2010).	  Por	  otra	  parte,	  hay	  estudios	  que	  asocian	  altos	  niveles	  de	  STAT5	  con	  la	  resistencia	  a	  los	  inhibidores	  y	  con	  la	  progresión	  de	  la	  enfermedad	  (Warsch	  et	  al.,	  2011).	  	  
Las	   proteínas	   de	   fusión	   que	   participan	   en	   procesos	   leucémicos	   se	   suelen	   localizar	   en	   el	  citoplasma,	  muy	  íntimamente	  ligadas	  a	  la	  cara	  interna	  de	  la	  membrana	  celular,	  donde	  desarrollan	  su	   función	   activando	   efectores	   de	   la	   cascada	   de	   señalización.	   Este	   es	   el	   caso	   de	   TEL-­‐JAK2	  (Schwaller	   et	   al.,	   1998)	   y	  BCR-­‐ABL	   (Wetzler	   et	   al.,	   1993).	   En	  nuestro	   caso	  hemos	  detectado	   la	  proteína	  BCR-­‐JAK2	  en	  el	  citoplasma	  y	  pSTAT5	  en	  el	  núcleo	  de	   la	   línea	  celular	  Ba/F3	  BCR-­‐JAK2.	  Sin	  embargo,	  recientemente	  se	  ha	  demostrado	  la	  posibilidad	  de	  que	  JAK2	  pudiera	  mediar	  algunas	  de	  sus	  capacidades	  oncogénicas	  dentro	  del	  núcleo	  de	   las	  células	  hematopoyéticas.	  Hay	  trabajos	  que	  demuestran	  que	  JAK2	  está	  en	  el	  núcleo	  de	  diversas	  líneas	  celulares,	  así	  como	  en	  el	  núcleo	  de	  células	   CD34+	   que	   expresan	   la	   mutación	   activadora	   JAK2V617F	   aisladas	   de	   un	   paciente	   con	  mielofibrosis	   post-­‐policitémica	   (Dawson	   et	   al.,	   2009).	   Un	   trabajo	   posterior	   de	   Rinaldi	   et	   al.	  sugirió	  que	  JAK2V617F	  se	  localizaría	  preferentemente	  en	  el	  núcleo	  de	  las	  células	  hematopoyéticas,	  y	  así	  ocurre	  en	  la	  línea	  leucémica	  humana	  K562,	  donde	  se	  demostró	  que	  había	  mayores	  niveles	  de	   quinasa	   mutada	   en	   el	   núcleo	   comparado	   con	   la	   línea	   control	   (Senyuk	   et	   al.,	   2009).	   La	  explicación	  funcional	  de	  la	  localización	  nuclear	  de	  los	  JAKs	  todavía	  no	  está	  clara,	  aunque	  ciertos	  estudios	  sostienen	  que	  son	  capaces	  de	   fosforilar	   la	  histona	  H3,	  modificando	  así	   la	  accesibilidad	  epigenética	  y	  la	  transcripción	  de	  múltiples	  loci	  incluyendo	  oncogenes	  como	  Myc	  y	  Lmo2	  (Dawson	  et	  al.,	  2009,	  Rui	  et	  al.,	  2010).	  	  
En	  cuanto	  a	  las	  consecuencias	  funcionales	  de	  la	  activación	  constitutiva	  de	  BCR-­‐JAK2	  sabemos	  que	  en	   células	   hematopoyéticas	   normales	   STAT5	   es	   activado	   por	   una	   amplia	   batería	   de	   citoquinas	  que	  promueven	  programas	  de	  diferenciación,	  proliferación	  y	  supresión	  de	  la	  apoptosis	  gracias	  a	  la	   regulación	   de	   la	   fosforilación	   o	   la	   expresión	   de	   los	   miembros	   de	   la	   familia	   génica	   Bcl-­‐2	  (Broome	   et	   al.,	   1995).	   El	   efecto	   antiapoptótico	   mediado	   por	   la	   activación	   de	   STAT5	   en	   los	  progenitores	   hematopoyéticos	  puede	   explicarse	  parcialmente	  por	   la	   regulación	   transcripcional	  del	  gen	  BcL-­‐xL	  en	  respuesta	  a	  la	  IL-­‐3	  en	  células	  sanas	  (Amarante-­‐Mendes	  et	  al.,	  1998),	  y	  por	  BCR-­‐ABL	  en	   el	   caso	  de	   células	   transformadas	  de	  LMC	   (Horita	   et	   al.,	   2000).	   En	   este	   contexto	  hemos	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detectado	   expresión	   de	   BcL-­‐xL	   en	   células	   Ba/F3	   BCR-­‐JAK2,	   lo	   que	   sugiere	   que	   la	   vía	  JAK2/STAT5/BCL-­‐XL	  podría	  ser	  responsable	  de	  esta	  capacidad	  de	  proliferación	  y	  supervivencia	  en	  ausencia	  de	  IL-­‐3.	  También	  hemos	  detectado	  un	  aumento	  en	  la	  expresión	  de	  los	  genes	  diana	  de	  STAT5	  Socs2	   y	  Osm	   (Yoshimura	   et	   al.,	   1996,	   Basham	   et	   al.,	   2008,	  Warsch	   et	   al.,	   2011),	   que	   en	  sinergia	   con	   los	   efectos	   antiapoptóticos	   ejercidos	   por	   BCL-­‐XL	   podrían	   ser	   coadyuvantes	   en	   la	  resistencia	  a	  la	  apoptosis	  y	  la	  proliferación	  en	  ausencia	  de	  señales.	  	  
Es	   importante	   resaltar	  que	   la	   expresión	  de	  BCL-­‐XL	   estaba	  muy	  aumentada	  en	   las	  muestras	  del	  paciente	   al	   diagnóstico	   comparándolas	   con	   las	   que	   se	   tomaron	  una	   vez	   alcanzada	   la	   remisión,	  como	  ya	  se	  ha	  descrito	  para	  una	  variedad	  de	  cánceres	  humanos,	  incluyendo	  la	  leucemia	  mieloide	  aguda	   (LMA)	   (Pallis	   et	   al.,	   1997).	   Además,	   en	   trabajos	   previos	   de	   nuestro	   laboratorio	   se	  realizaron	   ensayos	   de	   actividad	   del	   promotor	   de	   BCL-­‐XL	   con	   luciferasa	   en	   células	   HEK293T	  transfectadas	   transitoriamente	   y	   demostraron	   que	   BCR-­‐JAK2	   es	   capaz	   de	   inducir	   la	   expresión	  controlada	  de	  este	  promotor.	  
Sin	  embargo,	  no	  podemos	  excluir	  la	  posible	  participación	  de	  BCR	  en	  los	  procesos	  de	  activación,	  más	  allá	  de	   la	  descrita	  oligomerización.	  Como	  hemos	  reseñado	  anteriormente,	  existen	  estudios	  que	   demuestran	   que	   BCR	   puede	   participar	   en	   dos	   vías	   fundamentales	   de	   la	   señalización	  intracelular,	   como	   son	   la	   fosforilación	   a	   través	   del	   dominio	   serín/treonín-­‐quinasa	   y	   la	   unión	   a	  proteínas	  G	  a	   través	  del	  dominio	  GAP,	  que	   le	   confieren	  un	  papel	   activo	  en	   la	  vía	  de	  RAS.	  En	  el	  futuro	  sería	   importante	  evaluar	   si	   las	  distintas	  moléculas	   fusionadas	  a	   la	  quinasa	   JAK2	  pueden	  modificar	   el	   comportamiento	   de	   la	   proteína	   quimérica	   a	   través	   de	   efectores	   específicos	   en	   la	  transducción	   de	   señales.	   Así,	   mientras	   que	   en	   el	   caso	   de	   BCR-­‐JAK2	   encontramos	   una	  sobreexpresión	   de	   los	   genes	   Osm,	   Socs2	   y	   Bcl-­‐xL,	   en	   el	   caso	   de	   TEL-­‐JAK2	   se	   ha	   descrito	   la	  inducción	   de	   otros	   genes	   diana	   de	   STAT5	   como	   son	   Socs1	   y	  Cis	   (Monni	   et	   al.,	   2001).	   Además,	  nosotros	   hemos	   demostrado	   en	   este	   trabajo	   que	   TEL-­‐JAK2	   también	   es	   capaz	   de	   expresar	   los	  genes	  Osm,	  Socs2	  y	  Bcl-­‐xL	  en	  ausencia	  de	  IL-­‐3.	  
Por	   otro	   lado,	   cabe	   destacar	   que	   aunque	   no	   hemos	   realizado	   ningún	   estudio	   sobre	   la	   posible	  interacción	   de	   BCR-­‐JAK2	   con	   determinadas	   proteínas	   del	   citoesqueleto,	   sí	   hemos	   observado	  cómo	   las	   células	   Ba/F3	   que	   expresan	   BCR-­‐JAK2	   crecen	   típicamente	   agregadas	   en	   racimos	   de	  células.	   En	   relación	   con	   esta	  observación	   la	   literatura	   recoge	   ampliamente	   cómo	   las	   células	  de	  pacientes	   con	   LMC	   Ph’+	   exhiben	   múltiples	   aberraciones	   en	   la	   función	   del	   citoesqueleto:	  incremento	  de	  motilidad	  y	  alteraciones	  en	  moléculas	  de	  adhesión	  (Gordon	  et	  al.,	  1987,	  Bazzoni	  et	  al.,	   1996,	   Kramer	   et	   al.,	   1999,	  Wertheim	   et	   al.,	   2003).	   Esto	   se	   traduce	   fisiológicamente	   en	   una	  liberación	  prematura	  de	  progenitores	  de	  la	  médula	  ósea	  y	  por	  consiguiente	  una	  acumulación	  de	  células	   inmaduras	   en	   los	   tejidos	   hematopoyéticos	   periféricos.	   Por	   todo	   ello,	   sería	   interesante	  confirmar	  si	  BCR-­‐JAK2	  o	  sus	  efectores	  son	  capaces	  de	  modular	  procesos	  como	  el	  reclutamiento	  de	  integrinas	  o	  la	  unión	  a	  fibronectina,	  tal	  y	  como	  ocurre	  con	  BCR-­‐ABL	  (Li	  et	  al.,	  2007b).	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3.-­‐	  TG101209	  INHIBE	  LA	  ACTIVACIÓN	  DE	  JAK2	  	  Uno	  de	  los	  mayores	  hitos	  en	  el	  tratamiento	  de	  la	  neoplasias	  hematológicas	  ha	  sido	  el	  uso	  de	  STI-­‐571/Imatinib/Gleevec	  en	  la	  LMC,	  que	  está	  diseñado	  para	  unirse	  competitivamente	  al	  bolsillo	  de	  unión	  a	  ATP	  del	  dominio	  quinasa	  de	  BCR-­‐ABL	  y	  de	  esa	  manera	  suprimir	  su	  actividad	  enzimática	  desregulada.	  Este	  fármaco	  ha	  demostrado	  ser	  una	  terapia	  muy	  efectiva	  en	  el	  tratamiento	  de	  estas	  leucemias	  y	  hoy	  en	  día	   es	   el	   tratamiento	  estándar	  de	  primera	   línea	  en	  pacientes	   con	  LMC	  Ph+	  (Druker	  et	  al.,	  1996,	  Druker	  et	  al.,	  2006).	  
Tras	  el	  éxito	  conseguido	  con	  la	  LMC	  se	  ha	  producido	  un	  aumento	  exponencial	  en	  la	  búsqueda	  y	  obtención	  de	  inhibidores	  selectivos	  de	  tirosín-­‐quinasas	  implicadas	  en	  otros	  tipos	  de	  leucemias	  y	  síndromes	  mieloproliferativos	  (Levitzki,	  2013),	  que	  podrían	  ser	  utilizados	  en	  futuras	  terapias.	  
Para	  demostrar	  la	  eficacia	  y	  especificidad	  de	  dichos	  inhibidores	  en	  las	  células	  que	  expresan	  BCR-­‐JAK2	   nos	   centramos	   en	   el	   estudio	   de	   un	   nuevo	   compuesto:	   el	   inhibidor	   específico	   de	   JAK2	  TG101209	  (TargeGen/Sanofi-­‐Aventis).	  Este	  inhibidor	  mostró	  una	  notable	  capacidad	  de	  inhibir	  la	  fosforilación	   de	   ambas	   proteínas	   BCR-­‐JAK2	   y	   JAK2	   endógena	   en	   la	   línea	   celular	   transformada	  Ba/F3	  BCR-­‐JAK2.	  Esta	  inhibición	  se	  hizo	  patente	  también	  a	  nivel	  de	  la	  activación	  de	  STAT5	  y	  la	  subsiguiente	  expresión	  de	   sus	  genes	  diana.	  Por	  último,	   era	  necesario	   comprobar	  el	   efecto	   final	  del	  tratamiento	  con	  el	  inhibidor,	  siendo	  el	  resultado	  la	  iniciación	  del	  programa	  de	  muerte	  celular	  por	   apoptosis.	   Como	   cabía	   esperar,	   el	   tratamiento	   con	   el	   inhibidor	   en	   la	   línea	   Ba/F3	   control	  mostró	  una	   inhibición	  menor	  de	   JAK2	  endógeno	  y	  pSTAT5,	  así	   como	  a	  nivel	   transcripcional	  de	  
BcL-­‐xL.	   En	   cuanto	   a	   los	   genes	   Socs2	   y	   Osm	   también	   se	   detectó	   una	   ligera	   disminución	   de	   su	  transcripción.	  La	  tasa	  de	  apoptosis	  en	  la	  línea	  control	  fue	  también	  mucho	  menor,	  probablemente	  debido	  a	  que	   la	  activación	  por	   IL-­‐3	  tiene	  un	  papel	  protector	   frente	  a	   la	  apoptosis	  (Horita	  et	  al.,	  2000).	   De	   este	  modo	   queda	   demostrado	   que	   el	   inhibidor	   es	   específico	   y	   que	   sólo	   afecta	   a	   las	  células	   que	   expresan	   BCR-­‐JAK2,	   mientras	   que	   las	   células	   no	   transformadas	   apenas	   sufren	   los	  efectos	  proapoptóticos	  derivados	  del	  tratamiento.	  
De	   los	   49	   residuos	   de	   tirosina	   que	   posee	   JAK2	   se	   han	   identificado	   numerosas	  mutaciones	   con	  efectos	  diversos	  sobre	  la	  actividad	  catalítica.	  Es	  el	  caso	  del	  residuo	  Tyr1007	  del	  codo	  de	  activación	  en	  el	  dominio	  SH2,	  cuya	  mutación	  resulta	  en	   la	  eliminación	   total	  de	  actividad	  (Wilson-­‐Rawls	  et	  al.,	  1996,	  Feng	  et	  al.,	  1997).	  Cabe	  señalar	  que	  es	  precisamente	  este	  residuo	  Tyr1007	  el	  que	  utiliza	  BCR-­‐ABL	   para	   fosforilar	   a	   JAK2	   y	   por	   tanto	   desempeña	   una	   función	   clave	   en	   el	   proceso	   de	  transformación	  de	   leucemias	  BCR-­‐ABL+	   (Xie	   et	   al.,	   2001).	   Recientemente	   se	   han	  descrito	   otras	  mutaciones	   activadoras	   e	   inactivadoras	   en	   el	   dominio	   quinasa	   e	   incluso	   en	   el	   dominio	   FERM	  (McDoom	  et	  al.,	  2008,	  Feener	  et	  al.,	  2004,	  Argetsinger	  et	  al.,	  2010,	  Sayyah	  et	  al.,	  2011)	  que	  hacen	  de	  JAK2	  un	  candidato	  ideal	  para	  la	  terapia	  molecular	  dirigida.	  
Todos	   los	  resultados	  obtenidos	   in	  vitro	  nos	   llevan	  a	  proponer	  un	  mecanismo	  de	  acción	  como	  el	  que	  se	  muestra	  en	  la	  Figura	  51.	  De	  este	  modo,	  en	  condiciones	  basales	  BCR-­‐JAK2	  se	  encontraría	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localizada	   en	   el	   citoplasma	   constitutivamente	   fosforilada	   en	   ausencia	  de	   estímulos	   y	   activando	  funcionalmente	   a	   STAT5.	   Asumimos	   en	   este	  modelo	   que	   en	   situación	   fisiológica	   no	   existe	   una	  ausencia	  de	  citoquinas	  y	  por	   tanto	   la	  proteína	   JAK2	  endógena	   también	  se	   fosforila	  a	   través	  del	  receptor	  de	   IL-­‐3	  y	  señaliza	  vía	  STAT5.	  La	  dimerización	  de	  p-­‐STAT5	  permite	  su	   translocación	  al	  núcleo,	  donde	  se	  une	  a	  las	  regiones	  reguladoras	  de	  la	  expresión	  de	  los	  genes	  diana	  BcL-­‐xL,	  Osm	  y	  
Socs2	  y	  cuyo	  resultado	  es	  la	  supervivencia	  y	  la	  proliferación	  de	  la	  célula.	  En	  el	  caso	  de	  suministrar	  el	  tratamiento	  con	  un	  inhibidor	  específico	  de	  JAK2,	  como	  el	  TG101209,	  éste	  bloquearía	  el	  sitio	  de	  unión	  a	  ATP	  del	  dominio	  quinasa	  de	  BCR-­‐JAK2	  y	  también	  de	  JAK2	  endógeno,	  de	  manera	  que	  no	  pueden	   fosforilarse	   y	   por	   tanto	   la	   vía	   de	   señalización	   queda	   interrumpida.	   El	   resultado	   del	  tratamiento	   con	   TG101209	   en	   células	   que	   portan	   la	   fusión	   génica	   es	   la	   muerte	   celular	  programada	  por	  apoptosis.	  	  	  
 	  
	  
Figura	  51:	  Mecanismo	  de	  acción	  propuesto	  para	  BCR-­‐JAK2	  en	  condiciones	  basales	  y	  bajo	  tratamiento	  
con	  el	  inhibidor	  específico	  de	  JAK2	  TG101209.	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4.-­‐	  BCR-­‐JAK2	  POSEE	  CAPACIDAD	  ONCOGÉNICA	  IN	  VIVO	  	  La	   leucemia	   es	   una	   neoplasia	   hematológica	   que	   implica	   un	   desorden	   clonal	   que	   afecta	   a	   las	  células	  de	  médula	  ósea	  y	  sangre	  periférica.	  Se	  consideran	  cuatro	  tipos	  mayoritarios	  de	  leucemia	  en	   función	   del	   desarrollo	   y	   progresión	   de	   la	   enfermedad	   (aguda	   ó	   crónica)	   y	   del	   linaje	  hematopoyético	   al	   que	   afecta	   (mieloide	   ó	   linfoide).	   El	   cuadro	   clínico	   incluye	   típicamente	   altos	  contajes	   de	   células	   inmaduras	   que	   desplazan	   a	   la	   población	   de	   células	   sanas.	   Éstas	   células	  inmaduras	   son	   disfuncionales	   y	   por	   tanto	   el	   sistema	   inmune	   puede	   verse	   seriamente	  comprometido.	   Además,	   estas	   células	   inmaduras	   (blastos)	   circulantes	   en	   sangre	   periférica	   son	  capaces	  de	  extravasar	  y	  colonizar	  nuevos	  tejidos.	  
La	  etiología	  de	  la	  leucemia	  es	  desconocida	  en	  la	  mayor	  parte	  de	  los	  casos	  pero	  como	  el	  resto	  de	  tipos	   de	   cáncer,	   tiene	   su	   punto	   de	   partida	   en	   mutaciones	   del	   ADN	   que	   pueden	   dar	   lugar	   a	  oncogenes,	  protooncogenes	  o	  genes	  supresores	  de	  tumores.	  En	  el	  caso	  de	  la	  leucemia	  más	  común	  entre	  adultos,	  la	  leucemia	  mieloide	  crónica	  (LMC)	  es	  causada	  por	  la	  translocación	  BCR-­‐ABL,	  cuya	  actividad	  tirosín-­‐quinasa	  desregulada	  es	  necesaria	  y	  suficiente	  para	  desencadenar	  y	  mantener	  en	  el	  tiempo	  el	  fenotipo	  observado	  (Daley	  et	  al.,	  1990,	  Kelliher	  et	  al.,	  1990,	  Heisterkamp	  et	  al.,	  1990).	  	  
Bajo	   esta	   premisa,	   y	   una	   vez	   demostradas	   las	   propiedades	   transformadoras	   in	   vitro,	   el	   paso	  lógico	  y	  natural	  era	  desarrollar	  un	  modelo	  animal	  donde	  comprobar	  si	  BCR-­‐JAK2	  es	  per	  se	  capaz	  de	  reproducir	  una	  neoplasia	  con	  características	  semejantes	  a	  las	  observadas	  en	  los	  pacientes.	  
Como	  paso	  previo	  al	  modelo	  de	  trasplante	  de	  progenitores	  de	  médula	  ósea	  realizamos	  un	  ensayo	  preliminar	   que	   pudiera	   confirmar	   lo	   observado	   en	   la	   línea	   celular	   Ba/F3.	   El	   experimento	  consistió	   en	   inocular	   por	   vía	   subcutánea	   estas	   células	   en	   ratones	   inmunodeficientes,	   cuya	  idoneidad	   para	   estudiar	   la	   capacidad	   de	   propagación	   de	   líneas	   tumorales	   y	   confirmar	   la	  capacidad	  de	  generar	  tumores	  ha	  sido	  ya	  reseñada	  por	  Van	  Etten	  (Van	  Etten,	  2001).	  Este	  ensayo	  muestra	   cómo	   la	   línea	   celular	   transformada	   Ba/F3	   BCR-­‐JAK2	   es	   capaz	   de	   generar	   tumores	  subcutáneos	  en	  un	  modelo	  de	  ratón	  inmunodeficiente,	  y	  además	  permitió	  confirmar	  la	  expresión	  de	   la	   fusión	   génica	   BCR-­‐JAK2	   in	   vivo.	   Es	   importante	   destacar	   que	   aunque	   el	   análisis	   de	   los	  tumores	  por	  citometría	  de	  flujo	  mostró	  un	  50%	  de	  células	  EGFP+,	  el	  carácter	  encapsulado	  de	  los	  tumores	   subcutáneos	   podría	   incluir	   células	   de	   tejido	   conectivo,	   epitelial	   y	   endotelial	   provistas	  por	   el	   huésped	   y	   que	   no	   expresan	   la	   EGFP.	   Por	   otro	   lado,	   los	   ensayos	   de	   proliferación	   de	  progenitores	  de	  ratón	  transducidos	  con	  los	  vectores	  retrovirales	  mostraron	  cómo	  las	  células	  que	  expresan	   BCR-­‐JAK2	   poseen	   mayor	   capacidad	   de	   supervivencia	   y	   proliferación	   in	   vitro.	   Estos	  resultados	  sustentan	  la	  idea	  que	  BCR-­‐JAK2	  también	  tiene	  propiedades	  transformantes	  a	  nivel	  de	  células	  madre	  hematopoyéticas	  y	  no	  sólo	  en	  líneas	  celulares	  establecidas	  como	  Ba/F3.	  
Existen	   varias	   aproximaciones	   a	   la	   hora	   de	   establecer	   un	  modelo	   adecuado	  para	   el	   estudio	   de	  leucemogénesis	   in	  vivo,	   tal	  y	   como	  se	  ha	  detallado	  en	   la	   Introducción	  de	  este	   trabajo.	  De	   todos	  ellos,	   escogimos	   el	   de	   trasplante	   de	   progenitores	   de	   médula	   ósea	   transducidos	   con	   vectores	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retrovirales	   por	   las	   ventajas	   que	   ofrecía	   en	   cuanto	   a	   limitar	   la	   expresión	   al	   compartimento	  hematopoyético	  de	  forma	  relativamente	  sencilla	  y	  mimetizar	  la	  mutación	  somática	  que	  aparece	  en	  el	  paciente.	  
En	   esta	   memoria	   se	   compilan	   tres	   experimentos	   de	   trasplante	   de	   médula	   ósea	   transducida	  retroviralmente	  con	  BCR-­‐JAK2	  con	  un	  total	  de	  21	  animales	  trasplantados.	  De	  ellos,	  más	  del	  50%	  desarrollaron	  una	  neoplasia	  con	  un	  desenlace	   letal	  en	  una	  ventana	  de	   tiempo	  de	  25	  a	  190	  días	  post-­‐trasplante.	   A	   este	   respecto	   se	   ha	   descrito	   que	   la	   expresión	   de	   BCR-­‐ABL	   en	   progenitores	  hematopoyéticos	   trasplantados	   en	   ratón	   provoca	   una	   muerte	   por	   crisis	   blástica	   en	  aproximadamente	   21	   días	   (Dash	   et	   al.,	   2002),	  mientras	   que	   TEL-­‐JAK2	  muestra	   un	   período	   de	  latencia	  de	  4	  a	  22	  semanas	  (Carron	  et	  al.,	  2000).	  Por	  ello,	  y	  en	  ausencia	  de	  trabajos	  en	  los	  que	  se	  haya	   realizado	   un	   ensayo	   quinasa	   in	   vitro	   para	   evaluar	   su	   capacidad	   a	   la	   hora	   de	   fosforilar	  sustratos,	   estos	   datos	   apuntan	   a	   que	  BCR-­‐JAK2	   tiene	   una	   potencia	   oncogénica	   intermedia.	   Por	  supuesto,	  la	  progresión	  de	  la	  enfermedad	  en	  estos	  modelos	  in	  vivo	  también	  depende	  de	  la	  eficacia	  de	  transducción	  de	  los	  progenitores	  trasplantados.	  
El	   fenotipo	   observado	   en	   los	   animales	   trasplantados	   que	   desarrollaron	   una	   patología	   como	  consecuencia	  de	  la	  expresión	  de	  BCR-­‐JAK2	  ha	  resultado	  mayoritariamente	  de	  linaje	  mieloide,	  con	  tan	  sólo	  un	  caso	  de	  linaje	  linfoide	  B.	  Aunque	  las	  mutaciones	  y	  reordenamientos	  de	  JAK2	  han	  sido	  frecuentemente	   asociadas	   a	   la	   estirpe	   granulo-­‐macrofágica	   (Baxter	   et	   al.,	   2005,	   Levine	   et	   al.,	  2007),	  también	  se	  han	  publicado	  trabajos	  en	  los	  que	  el	  fenotipo	  resultante	  es	  linfoide	  de	  tipo	  T	  (Carron	  et	  al.,	  2000),	  y	  otros	  que	  informan	  de	  linfoma	  de	  Hodgkin	  (Van	  Roosbroeck	  et	  al.,	  2011).	  Nosotros	  proponemos	  que	  el	  síndrome	  linfoproliferativo	  observado	  en	  tan	  sólo	  un	  caso	  en	  este	  trabajo	  es	  consecuencia	  de	  la	  transducción	  clonal	  de	  un	  progenitor	  que	  ya	  estaba	  comprometido	  al	  linaje	  linfoide	  (PCL,	  progenitor	  común	  linfoide).	  Es	  interesante	  recordar	  que	  este	  experimento	  reprodujo	  la	  misma	  enfermedad	  del	  paciente,	  que	  fue	  diagnosticado	  con	  una	  LAL	  pre-­‐B,	  aunque	  si	   tenemos	   en	   cuenta	   el	   cariotipo	   complejo	   descrito	   consideramos	   probable	   que	   su	   fenotipo	  también	   pueda	   deberse	   al	   efecto	   cooperativo	   de	   uno	   o	   más	   eventos	   de	   mutación	   o	  reordenamiento.	   En	   cualquier	   caso,	   algunos	   autores	   proponen	   que	   existen	   varios	   factores	   que	  podrían	  ser	  claves	  a	  la	  hora	  de	  determinar	  el	  fenotipo	  causado	  por	  este	  tipo	  de	  aberraciones	  en	  la	  función	   de	   JAK2:	   el	   tipo	   de	   aberración	   (mutación	   puntual	   o	   reordenamiento),	   la	   dosis	  (homocigosidad	  o	  heterocigosidad)	  y	  los	  niveles	  de	  hierro	  y	  eritropoyetina,	  además	  del	  linaje	  en	  el	  cual	  ocurre	  el	  evento	  (Abdulaali,	  2009).	  
Todos	   los	   síntomas	   patológicos	   observados	   en	   los	   animales	   trasplantados	   son	   los	   típicamente	  descritos	   en	   neoplasias	   hematológicas:	   pérdida	   de	   peso,	   ataxia,	   esplenomegalia,	   alta	  susceptibilidad	  a	  infecciones	  y	  dificultad	  en	  la	  cicatrización	  de	  heridas.	  En	  nuestro	  modelo	  una	  de	  las	  características	  más	  llamativas	  fue	  la	  esplenomegalia.	  Relativo	  a	  la	  expresión	  del	  transgén	  en	  los	   bazos,	   los	   resultados	   de	   los	   ensayos	   de	   inmunofluorescencia	   muestran	   que	   BCR-­‐JAK2	   se	  expresa	  in	  vivo.	  También	  hemos	  observado	  que	  los	  animales	  trasplantados	  con	  BCR-­‐JAK2	  tardan	  más	   en	   cicatrizar	   las	   heridas	   provocadas	   por	   las	   marcas	   de	   identidad	   en	   las	   orejas	   y	   las	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punciones	  para	  extracción	  de	  sangre	  en	  la	  vena	  caudal.	  Sin	  embargo,	  no	  hemos	  podido	  confirmar	  ninguna	  correlación	  con	  una	  depleción	  de	  los	  contajes	  de	  plaquetas.	  Tampoco	  hemos	  observado	  infiltración	  de	   órganos	  no	  hematopoyéticos	   como	  pulmón,	   hígado,	   nódulos	   linfáticos	   y	   timo,	   si	  bien	  sí	  han	  sido	  descritas	  en	  otros	  modelos	  como	  el	  ratón	  transgénico	  de	  TEL-­‐JAK2	  (Carron	  et	  al.,	  2000)	  y	  un	  modelo	  in	  vivo	  de	  sobreexpresión	  de	  Stat5	  (Lin	  et	  al.,	  2013).	  
Las	   extensiones	   de	   sangre	   periférica	   de	   los	   animales	   trasplantados	   teñidas	   con	  hematoxilina/eosina	  mostraron	   la	   presencia	   de	   células	   inmaduras	   y	   precursores	   de	   las	   líneas	  mieloide	   y	   eritroide:	   mieloblastos,	   mielocitos	   basófilos	   y	   megacariocitos.	   Además,	   hemos	  detectado	  defectos	  en	  la	  eritropoyesis	  tales	  como	  anisocitosis,	  acantocitos	  y	  cuerpos	  de	  Howell-­‐Jolly,	  que	  sugieren	  un	  bloqueo	  en	  la	  maduración	  de	  la	  serie	  roja.	  Este	  punto	  resulta	  interesante	  ya	  que	   hay	   estudios	   que	   afirman	   que	   la	   mutación	   JAK2V617F	   presente	   en	   pacientes	   con	   PV	  compromete	  a	  la	  célula	  madre	  hematopoyética	  al	   linaje	  eritroide	  en	  la	  diferenciación	  (Jamieson	  et	  al.,	  2006).	  Por	  otra	  parte,	  TEL-­‐JAK2	  también	  ha	  sido	  implicada	  en	  procesos	  de	  proliferación	  y	  diferenciación	   eritroide	   en	   ausencia	   de	   EPO	   en	   un	   modelo	   in	   vivo	   con	   animales	  inmunodeficientes	  (Kennedy	  et	  al.,	  2006).	  	  	  
Uno	  de	   los	   resultados	  más	   informativos	  que	  hemos	  obtenido	   son	   los	  marcajes	   en	  médula	  ósea	  para	  caracterizar	   las	  poblaciones	  más	  inmaduras.	  El	   inmunofenotipo	  de	  poblaciones	  inmaduras	  realizado	   con	   los	   marcadores	   Lin,	   Sca-­‐1,	   c-­‐Kit,	   FcγR	   y	   CD34	   nos	   muestra	   que	   aunque	   los	  progenitores	  de	  los	  animales	  trasplantados	  a	  30	  dpt	  muestran	  un	  aumento	  del	  PMC	  a	  expensas	  del	   PGM,	   que	   probablemente	   son	   responsables	   del	   incremento	   de	   células	   maduras	   a	   60	   dpt.	  Varios	  estudios	  han	  reportado	  desajustes	  en	  estas	  poblaciones	  de	  progenitores	  comprometidos	  en	   el	   contexto	   de	   pacientes	   con	   LMC	   BCR-­‐ABL+	   (Koschmieder	   et	   al.,	   2005,	   Diaz-­‐Blanco	   et	   al.,	  2007).	  Es	  interesante	  señalar	  que	  también	  se	  ha	  descrito	  cómo	  una	  forma	  hiperactiva	  de	  STAT5	  desencadena	   in	   vivo	   una	   granulopoyesis	   aberrante	   y	   agresiva	   con	   extravasación	   letal,	  principalmente	   en	   los	   pulmones,	   así	   como	   drásticas	   disminuciones	   de	   los	   progenitores	   PCM	   y	  MEP	   (Lin	  et	  al.,	  2013).	  Por	  otro	   lado,	   se	   considera	  que	  STAT5	   juega	  un	  papel	   fundamental	  a	   la	  hora	  de	  mantener	  un	  equilibrio	  en	  el	  destino	  mieloide	  o	  linfoide	  de	  los	  progenitores	  (Kieslinger	  et	   al.,	   2000,	   Li	   et	   al.,	   2007a,	   Fievez	   et	   al.,	   2007,	   Kimura	   et	   al.,	   2009),	   de	   manera	   que	   parece	  sensato	   pensar	   que	   en	   nuestro	  modelo	   la	   activación	   constitutiva	   de	   STAT5	  mediada	   por	   BCR-­‐JAK2	  es	  la	  responsable	  de	  estos	  desarreglos	  en	  las	  poblaciones	  más	  inmaduras	  .	  Sin	  embargo,	  en	  nuestro	  modelo	  la	  población	  más	  aumentada	  son	  células	  mieloides	  que	  expresan	  Gr-­‐1+	  Mac-­‐1+	  y	  por	   tanto,	   maduras.	   En	   este	   sentido	   cabe	   destacar	   que	   cuando	   hemos	   realizado	   trasplantes	  secundarios	   no	   hemos	   conseguido	   apenas	   injerto	   de	   los	   progenitores	   de	   médula	   ósea,	   lo	   que	  apoya	  la	  idea	  de	  que	  el	  fenotipo	  de	  éstas	  células	  es	  maduro,	  y	  por	  tanto	  la	  enfermedad	  provocada	  se	  asemejaría	  a	  una	  LMC	  en	  fase	  crónica.	  
Otra	  de	  las	  observaciones	  más	  llamativas	  que	  se	  desprenden	  de	  los	  ensayos	  de	  inmunofenotipo	  de	   las	   muestras	   de	   tejidos	   hematopoyéticos	   es	   que	   mientras	   los	   animales	   del	   grupo	   control	  mostraban	  células	  EGFP+	  en	  porcentajes	  variables,	  no	  hemos	  podido	  confirmar	  la	  expresión	  del	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gen	  marcador	  por	  citometría	  de	  flujo	  en	  los	  animales	  del	  grupo	  BCR-­‐JAK2.	  Esta	  observación	  en	  el	  contexto	  de	  un	  fenotipo	  tan	  claro	  como	  el	  que	  se	  describe	  nos	  hizo	  valorar	  la	  posibilidad	  de	  que	  la	   secuencia	   reguladora	   del	   transgén	   pudiera	   ser	   transcripcionalmente	  menos	   activa	   debido	   a	  mecanismos	  epigenéticos	  como	  la	  metilación	  de	  islas	  CpG	  (Deaton	  and	  Bird,	  2011).	  Este	  extremo	  quedó	   confirmado	   con	   un	   estudio	   celular	   in	   vitro	   y	   otro	   molecular,	   que	   confirman	   que	   la	  secuencia	   reguladora	  U3,	   que	   dirige	   la	   expresión	   del	   transgén	   en	   las	  muestras	   biológicas,	   está	  altamente	  metilada.	  En	  concordancia	  con	  estos	  resultados	  existen	  varias	  publicaciones	  donde	  se	  describe	   la	   inactivación	   transcripcional	   de	   la	   LTR	   retroviral	   derivada	  del	   virus	   de	   leucemia	   de	  ratón	  Moloney,	  clonada	  en	  el	  vector	  pLZR-­‐IRES-­‐EGFP	  (Bednarik	  et	  al.,	  1990,	  Kauder	  et	  al.,	  2009).	  
Por	  otra	  parte,	  dado	  que	  la	  construcción	  retroviral	  empleada	  posee	  una	  secuencia	  IRES	  entre	  el	  ADNc	   de	   BCR-­‐JAK2	   y	   el	   de	   la	   EGFP,	   las	   diferencias	   en	   los	   niveles	   de	   expresión	   entre	   los	   dos	  grupos	  de	  animales	   trasplantados	  podrían	  asignarse	  al	  hecho	  de	  que	   la	  expresión	  de	   los	  genes	  que	  están	  más	  próximos	  a	  la	  secuencia	  reguladora	  es	  mayor	  que	  la	  de	  los	  que	  están	  después	  del	  IRES.	  Apoyando	  esta	  tesis	  hay	  trabajos	  que	  describen	  cómo	  los	  genes	  que	  van	  en	  segundo	  lugar	  en	  una	  construcción	  bicistrónica	  separada	  por	  un	  IRES	  pueden	  ver	  reducida	  su	  expresión	  hasta	  un	  50%	  en	  comparación	  con	  el	  primero	  (Zhou	  et	  al.,	  1998,	  Mizuguchi	  et	  al.,	  2000).	  Así,	  aunque	  en	  nuestro	   modelo	   advertimos	   un	   fenotipo	   muy	   claro	   causado	   por	   BCR-­‐JAK2,	   esta	   proteína	   se	  expresaría	  a	  niveles	  muy	  bajos	  debido	  a	   la	  metilación	  de	   la	  secuencia	  U3,	  y	   la	  EGFP	  ni	  siquiera	  podría	  detectarse	  porque	  se	  encuentra	  clonada	  después	  del	  IRES.	  
Ante	   la	   imposibilidad	   de	   recurrir	   a	   la	   expresión	   de	   EGFP	   como	   gen	  marcador	   confirmamos	   la	  expresión	  de	  BCR-­‐JAK2	  en	  los	  tejidos	  de	  los	  animales	  trasplantados	  por	  PCR	  a	  tiempo	  real.	  Este	  ensayo	   nos	   permitió	   correlacionar	   el	   fenotipo	   con	   la	   expresión	   de	   BCR-­‐JAK2	   en	   muestras	   de	  médula	  ósea:	  todos	  los	  animales	  que	  mostraron	  expresión	  de	  BCR-­‐JAK2	  por	  qPCR	  desarrollaron	  la	   enfermedad.	   Además	   analizamos	   a	   nivel	   genómico	   la	   integración	   de	   copias	   del	   vector	   y	  confirmamos	  que	  ambos	  grupos	  de	  trasplante	  tenían	  números	  de	  copias	  similares.	  Estos	  datos	  en	  conjunto	  vendrían	  a	  confirmar	  que	  la	  expresión	  de	  BCR-­‐JAK2	  es	  suficiente	  para	  desencadenar	  un	  síndrome	  mieloproliferativo	  fatal.	  
Es	  de	  vital	  importancia	  a	  la	  hora	  de	  analizar	  estos	  resultados	  tener	  en	  cuenta	  que	  los	  γ-­‐retrovirus	  (familia	   a	   la	   cual	   pertenece	   el	   plásmido	   pLZR-­‐IRES-­‐EGFP	   empleado	   en	   este	   trabajo)	   tienen	   la	  capacidad	   de	   insertar	   su	   genoma	   en	   el	   ADN	   del	   huésped	   y	   que	   esta	   integración	   no	   es	  sencillamente	   al	   azar	   sino	   que	   existen	   determinadas	   regiones	   del	   genoma	   donde	   se	   acumulan	  preferentemente.	  Se	  ha	  descrito	  que	  los	  sitios	  de	  integración	  pueden	  ser	  regiones	  promotoras	  de	  genes	  transcripcionalmente	  activos	  (Coffin	  et	  al.,	  1997,	  Bushman,	  2003,	  Cavazza	  et	  al.,	  2013)	  y	  en	  algunos	   casos	   puede	   ocurrir	   en	   promotores	   de	   genes	   activos	   e	   inducir	   la	   expresión	   de	   proto-­‐oncogenes	  o	  genes	  relacionados	  con	  la	  proliferación.	  Este	  fenómeno	  se	  conoce	  como	  mutagénesis	  insercional	   y	   también	   se	   ha	   observado	   en	  modelos	   in	  vivo	   (Li	   et	   al.,	   2002).	   En	   este	   trabajo	   no	  hemos	  realizado	  ningún	  ensayo	  (LAM-­‐PCR)	  para	  determinar	  los	  sitios	  de	  integración	  en	  nuestro	  sistema	   y	   así	   excluir	   que	   los	   fenotipos	   observados	   tengan	   relación	   con	   este	   fenómeno.	   Sin	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embargo,	   hay	   datos	   que	   nos	   llevan	   a	   descartar	   este	   extremo:	   ninguno	   de	   los	   animales	   de	   los	  grupos	  control,	  transducidos	  con	  la	  misma	  construcción	  retroviral	  a	  excepción	  del	  transgén	  BCR-­‐JAK2,	   ha	   mostrado	   ningún	   signos	   de	   enfermedad.	   Además,	   se	   realizaron	   tres	   experimentos	  independientes	   que	   harían	   esperar	   integraciones	   en	   distintas	   regiones	   y	   por	   tanto	   efectos	  distintos.	  
Con	  objeto	  de	  descartar	  cualquier	  tipo	  de	  inserción	  aberrante	  clonamos	  el	  ADNc	  de	  BCR-­‐JAK2	  en	  el	   vector	   lentiviral	   pRRL-­‐IRES-­‐EGFP	   (Dull	   et	   al.,	   1998).	   La	   capacidad	   de	   los	   lentivirus	   para	  integrarse	   cerca	   de	   secuencias	   reguladoras	   de	   genes	   transcripcionalmente	   activos	   es	   mucho	  menor	  y	  por	  tanto	  son	  más	  adecuados	  desde	  el	  punto	  de	  vista	  de	  bioseguridad	  (Biffi	  et	  al.,	  2011,	  Montini	  et	  al.,	  2006).	  Sin	  embargo,	  la	  producción	  de	  sobrenadantes	  lentivirales	  rindió	  títulos	  muy	  bajos	  ya	  que	  las	  células	  de	  la	  línea	  productora	  de	  partículas	  retrovirales	  con	  BCR-­‐JAK2	  morían	  a	  las	  pocas	  horas	  de	  la	  transfección.	  Esto	  nos	  lleva	  a	  proponer	  que	  este	  vector,	  cuya	  expresión	  está	  dirigida	   por	   el	   promotor	   del	   citomegalovirus	   humano	   (CMV),	   proporciona	   altos	   niveles	   de	  expresión	  de	  BCR-­‐JAK2	  que	  pueden	  llegar	  a	  resultar	  perjudiciales	  a	  altas	  concentraciones,	  como	  ya	   se	   ha	   descrito	   para	   el	   ligando	   de	   Fas	   y	   TNF-­‐α	   humano,	   cuyos	   altos	   niveles	   de	   expresión	  resultan	  tóxicos	  para	  las	  células	  (Rubinchik	  et	  al.,	  2000,	  Hu	  et	  al.,	  1997).	  De	  esta	  forma,	  el	  modelo	  retroviral	   en	   nuestras	  manos	  muestra	   una	   expresión	   baja	   pero	   relativamente	   “fisiológica”	   que	  permite	  evaluar	  funcionalmente	  BCR-­‐JAK2	  sin	  que	  esta	  sea	  perjudicial	  para	  la	  célula.	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CONCLUSIONES	  	  
	  
1.-­‐	  El	  gen	  de	   fusión	  BCR-­‐JAK2	   da	   lugar	  a	  una	  proteína	  quimérica	   constituida	  por	  el	  dominio	  de	  oligomerización	  de	  BCR	  y	  el	  dominio	  quinasa	  de	  JAK2.	  
2.-­‐	  BCR-­‐JAK2	  se	  localiza	  en	  el	  citoplasma	  y	  presenta	  actividad	  tirosín-­‐quinasa	  constitutiva.	  
3.-­‐	  La	  expresión	  de	  BCR-­‐JAK2	  en	  la	   línea	  celular	  de	  ratón	  dependiente	  de	  IL-­‐3	  Ba/F3	  confiere	  a	  estas	  células	  la	  capacidad	  de	  proliferar	  en	  ausencia	  de	  este	  factor	  de	  crecimiento.	  
4.-­‐	   STAT5	   es	   una	  molécula	   efectora	   en	   la	   vía	   de	   JAK/STAT	   y	   se	   encuentra	   hiperfosforilada	   en	  presencia	  de	  BCR-­‐JAK2,	  lo	  que	  sugiere	  una	  activación	  desregulada	  de	  esta	  ruta	  de	  señalización.	  
5.-­‐	   .	  BcL-­‐xL,	  Osm	   y	  Socs2,	   	   genes	   diana	  de	   STAT5,	   se	   expresan	   en	   ausencia	   de	   IL-­‐3,	   debido	   a	   la	  actividad	  de	  BCR-­‐JAK2,	  lo	  que	  conduce	  a	  la	  supervivencia	  y	  proliferación	  de	  estas	  células.	  
6.-­‐	  El	  inhibidor	  selectivo	  de	  JAK2,	  TG101209	  es	  capaz	  de	  impedir	  in	  vitro	  la	  fosforilación	  de	  BCR-­‐JAK2	   así	   como	  de	   la	   proteína	   JAK2	   endógena	   en	   el	  modelo	   creado	   en	   la	   línea	   celular	   de	   ratón	  Ba/F3,	  	  produciendo	  la	  apoptosis	  únicamente	  de	  las	  células	  que	  expresan	  la	  fusión	  BCR-­‐JAK2.	  
7.-­‐	   Las	   células	   Ba/F3	   que	   expresan	   BCR-­‐JAK2	   son	   capaces	   de	   proliferar	   y	   crear	   tumores	  subcutáneos	  en	  un	  modelo	  de	  ratón	  inmunodeficiente.	  
8.-­‐	  La	  expresión	  de	  BCR-­‐JAK2	  en	  el	  compartimento	  hematopoyético	  conlleva	  el	  desarrollo	  de	  un	  síndrome	  mieloproliferativo	  fatal	  con	  un	  período	  de	  latencia	  de	  25	  a	  190	  días	  y	  con	  una	  tasa	  de	  supervivencia	  del	  48%.	  También	  provoca	  síntomas	  típicos	  como	  son	  altos	  contajes	  leucocitarios	  y	   presencia	   de	   progenitores	   inmaduros	   en	   sangre	   periférica,	   así	   como	   esplenomegalia	   y	  desajustes	  en	  los	  distintos	  linajes	  de	  sangre	  periférica	  y	  de	  progenitores	  de	  médula	  ósea.	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Abstract
Chromosomal translocations in tumors frequently produce fusion genes coding for chimeric proteins with a key role in
oncogenesis. Recent reports described a BCR-JAK2 fusion gene in fatal chronic and acute myeloid leukemia, but the
functional behavior of the chimeric protein remains uncharacterized. We used fluorescence in situ hybridization and reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) assays to describe a BCR-JAK2 fusion gene from a patient with acute
lymphoblastic leukemia. The patient has been in complete remission for six years following treatment and autologous
transplantation, and minimal residual disease was monitored by real-time RT-PCR. BCR-JAK2 codes for a protein containing
the BCR oligomerization domain fused to the JAK2 tyrosine-kinase domain. In vitro analysis of transfected cells showed that
BCR-JAK2 is located in the cytoplasm. Transduction of hematopoietic Ba/F3 cells with retroviral vectors carrying BCR-JAK2
induced IL-3-independent cell growth, constitutive activation of the chimeric protein as well as STAT5 phosphorylation and
translocation to the nuclei, where Bcl-xL gene expression was elicited. Primary mouse progenitor cells transduced with BCR-
JAK2 also showed increased proliferation and survival. Treatment with the JAK2 inhibitor TG101209 abrogated BCR-JAK2
and STAT5 phosphorylation, decreased Bcl-xL expression and triggered apoptosis of transformed Ba/F3 cells. Therefore,
BCR-JAK2 is a novel tyrosine-kinase with transforming activity. It deregulates growth factor-dependent proliferation and cell
survival, which can be abrogated by the TG101209 inhibitor. Moreover, transformed Ba/F3 cells developed tumors when
injected subcutaneously into nude mice, thus proving the tumorigenic capacity of BCR-JAK2 in vivo. Together these findings
suggest that adult and pediatric patients with BCR-ABL-negative leukemia and JAK2 overexpression may benefit from
targeted therapies.
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Introduction
Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a malignant disease
characterized by the clonal expansion of lymphoid progenitors. Out-
come is poorer in adults than in children, probably due to the
higher frequency of Philadelphia (Ph’) chromosome–positive ALL
[1]. The Ph’ chromosome results from a translocation, t(9;22)
(q34;q11), which leads to the BCR-ABL fusion gene. One-third of
adult ALL patients with the Ph’ chromosome show major (M)-BCR
rearrangements (resulting in a 210-kDa protein), whereas two-thirds
have minor (m)-BCR rearrangements (resulting in a 190-kDa
protein). These chimeric proteins are hyperactive tyrosine kinases
(TK) that are located in the cytoplasm, where they recruit
downstream effectors of cell proliferation and survival. Chromosomal
rearrangements other than t(9;22)(q34;q11) are found in ALL,
although they are less frequent (http://AtlasGeneticsOncology.org).
JAK2 is a non-receptor TK protein that is essential for signaling
through a variety of cytokine receptors and is required for normal
hematopoiesis [2,3]. Activation of the JAK2-cytokine receptor
complex leads to the recruitment and JAK2-mediated phosphor-
ylation of STAT5 proteins whose subsequent dimerization and
nuclear translocation induces target gene transcription [4]. The
role of constitutively activated JAK2 or STAT5 in cellular
transformation has been established [5]. Several fusion proteins
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involving the catalytic active JH1 domain of JAK2 have been
reported to be associated with leukemia, as follows: 1) TEL-JAK2
was found in both pre-B-lineage and pre-T-lineage ALL and
atypical chronic myelogenous leukemia (CML) [6,7] 2) PCM1-JAK2
gene fusion resulting from t(8;9)(p22;p24) in eosinophilia-associated
atypical CML, ALL, acute myeloid leukemia (AML), and T cell
lymphoma [8], and 3) BCR-JAK2 gene fusion as the result of
t(9;22)(p24;q11) was found in atypical CML [9,10] and AML [11].
Other putative JAK2 translocations include SSBP2-JAK2 in pre-B
ALL [12], PAX5- and STRN3-JAK2 in childhood ALL [13] and
SEC31A-JAK2 in classical non Hodgkin lymphoma [14]. Moreover,
gain-of-function JAK2 mutations are common in myeloproliferative
neoplasms [15] and in up to 15% of adult and high-risk pediatric B-
ALL lacking MLL, TCF3, TEL and BCR-ABL rearrangements
[16,17,18]. These observations have supported the search for
selective inhibitors of JAK2 [19,20] and several compounds are
currently undergoing clinical trials for myelofibrosis [21,22]. Here
we provide for the first time evidence of the transforming and
tumorigenic activity of JAK2 through fusion with BCR.
Materials and Methods
Ethics Statement
Patient written informed consent was obtained before bone
marrow biopsies were taken. This protocol was carried out according
to current Spanish legislation on clinical research in humans and was
approved by the Hospital Universitario de la Princesa Clinical
Investigation Ethics Committee (Approval ID: PI-424).
All experimentation with mice was carried out in accordance
with institutional guidelines from the animal care and use
committee from Centro de Investigaciones Tecnolo´gicas y Med-
ioambientales (CIEMAT) and approved by them with approval ID:
HEM 4-09.
Case description
A 58-year-old male presented with asthenia, abdominal pain and
slight hepatosplenomegaly. The blood count was abnormal with
anemia of Hb 10.9 g/dl and a platelet count of 416103/mm3. The
white blood cell count was 10.86103/mm3 with 38% lymphocytes,
6% monocytes, 4% myelocytes and metamyelocytes, and 58% small
lymphoblasts. Immunophenotyping of bone marrow disclosed B-
lineage lymphoblasts (CD34+, CD19+, CD10+, MPO2, CD79a+,
HLA-DR+, Tdt+, CD22+, and CD24+). Karyotyping performed on
the marrow aspirate revealed 49,XY,+X,+2,+4,29,211,+19,-
add(19)(q13),+20,222,+mar in 24 of 25 metaphases examined.
BCR-ABL and MLL rearrangements were not detected by standard
fluorescence in situ hybridization (FISH). While reverse transcriptase
polymerase chain reaction (RT-PCR) analyses for BCR-ABL
rearrangements were negative, we found a new BCR-JAK2
transcript. The patient was diagnosed with ALL and started a
standard high-risk ALL protocol. Hematologic, cytogenetic, and
complete molecular remission (CMR) was achieved after five weeks,
and the treatment proceeded through four standard consolidation
cycles followed by an autologous peripheral blood stem cell
transplant (SCT) with cyclophosphamide and total body irradiation
(12 Gy). Low-dose interferon alpha was administered for five
months as maintenance antileukemia therapy. More than six years
later, the patient remains in complete remission.
RT-PCR and real-time PCR
Total RNA was isolated using Ultraspec (Biotecx, Houston,
TX, USA) and reverse transcribed using the Gene-Amp Gold
RNA PCR Core Kit (Applied Biosystems, Cheshire, UK). PCR
for BCR-ABL p190 was carried out according to [23]. BCR-B
and JAK2-3 primers were used for BCR-JAK2 qualitative PCR
(Table 1). Long-range PCR to amplify full-length BCR-JAK2
cDNA was performed using the GC-RICH PCR System (Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland) with BCR-Fw-T and JAK2-Rv-T
primers. The PCR product was cloned in PCR2.1-TOPO
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and sequenced using the d-
rhodamine terminator cycle sequencing kit and an ABI PRISM 337
DNA sequencer (Applied-Biosystems). Sequences were aligned
using BLAST and ClustalW applications (http://searchlauncher.
bcm.tmc.edu/). BCR-JAK2 was quantified using fluorescence
resonance energy transfer (FRET)-hybridization probes designed
by TibMolbiol (Berlin, Germany) and hybridized to a BCR
sequence upstream of the BCR-JAK2 breakpoint by means of
BCR-B and JAK2-3 primers. The PCR master mix was prepared
with 0.3 mM of each primer and probe using LightCycler FastStart
DNA MasterPLUS HybProbe (Roche Diagnostics), and the reaction
was performed in duplicate on a LightCycler 2.0 (Roche
Diagnostics). Data were normalized using BCR levels in the
same samples. Quantitative PCR (qPCR) for Bcl-xL, Osm was
performed using the LightCycler FastStart DNA Master SYBR
Green I kit (Roche Diagnostics) and Socs2 (NM_007706) expression
was analysed using RT2 qPCR primer assay (SABiosciences,
Frederik, MD, USA) following the manufacturer’s protocols.
Data were normalized using H3 (patient sample) or Gapdh (Ba/F3
cells) levels.
Fluorescence in situ hybridization
FISH was performed on bone marrow interphase nuclei using a
probe set for BCR (LSIH 22 BCR Spectrum GreenTM; Vysis,
Downers Grove, IL, USA) and bacterial artificial chromosome
(BAC) clone flanking probes covering the whole JAK2 gene (see
probe’s names and locations in Figure 1, E–G). JAK2 clone
positions were based on data provided by the University of
California–Santa Cruz Genome Browser (http://genome.ucsc.
edu) version hg18 (March 2006). BAC clones were obtained from
the BACPAC Resource Center at the Children’s Hospital
(Oakland, CA, USA) and from the Sanger Institute Mapping
Core Group at The Wellcome Trust Sanger Institute (Hinxton,
United Kingdom) (http://cancerres.aacrjournals.org). BAC DNA
was isolated from 5-ml cultures using a standard miniprep
procedure (PhasePrepTM BAC DNA Kit, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) and labelled by nick translation with Spectrum-
Green-dUTP and SpectrumOrange-dUTP (Vysis). FISH was
performed according to standard procedures. In all experiments,
100–150 interphase nuclei were scored, and no metaphases were
observed.
Cell lines and reagents
HEK293T cells (ATCC) were cultured in DMEM (Cambrex,
East Rutherford, NJ, USA) containing 10% fetal calf serum,
100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin, 50 mg/ml genta-
micin and 4 mM L-glutamine at 37uC and 5% CO2. Murine Ba/
F3 pro-B cells (ATCC) were grown in DMEM with 10 ng/ml of
recombinant IL-3 (R&D, Minneapolis, MN, USA). Cytokine-
independent Ba/F3 cells transduced with TEL-JAK2 were a gift
from Dr. G. Reuther (Florida University, Tampa, USA). JAK2
inhibitor TG101209 was provided by Dr. Fuller (TargeGen Inc.,
San Diego, CA, USA). Stock solutions were prepared in
dimethylsulfoxide (DMSO).
DNA constructs and retroviral vectors
For expression in HEK293T cells, BCR-JAK2 cDNA was sub-
cloned into the expression vector pcDNA3.1 (Invitrogen) through an
EcoR I site. For retroviral infections in Ba/F3 cells, cDNA was cloned
BCR-JAK2 Is a New Oncogenic Tyrosine-Kinase
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into the EcoR I site of the pLZR CMV-IRES-EGFP (pLZR) vector
(Dr. Bernad, Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares,
Madrid, Spain) to obtain the pLZR-BJ-IRES-EGFP (pLZR-BJ)
vector. The pLZR vector was used as a control. All constructs were
verified by DNA sequencing.
Cell transfections, retrovirus production, infection, and
proliferative assays
Transient transfections in HEK293T cells were performed
with 3 mg of plasmid in Opti-MEM (Lonza, Basel, Switzerland)
using Lipofectin (Invitrogen) according to the manufacturer’s
instructions and analyzed 48 h later. For Ba/F3 cell infection,
retroviral supernatants were obtained as previously described
[24] after transient transfection of Nxe cells with 10 mg of the
pLZR vector bearing or not BCR-JAK2. At 24 and 48 h post-
transfection, viral supernatants were harvested, filtered, and
stored at 280uC. Ba/F3 cells were infected with retroviral
supernatants preloaded four times during 30 min in Retronectin
(12.5 mg/ml, Takara Bio Inc., Shiga, Japan)-coated plates. After
7 days, EGFP+ cells were sorted by flow cytometry using a
FACSAria cytometer (Becton-Dickinson, Franklin Lanes, NJ,
USA). For proliferative assays, 36105 cells of Ba/F3-mock or Ba/
F3-BJ cells were cultured with or without IL-3 (10 ng/ml) on 24-
well plates and counted daily by trypan blue exclusion.
TG101209 dose-dependent kinetic assays were performed as
described [19]. Lineage negative (Lin-) progenitor cells were
selected from male Balb/c mice. Total bone marrow cells
obtained by perfusion of tibiae and femur with IMDM medium
(Invitrogen) were counted and negatively selected by MACS
Lineage Cell Depletion Kit (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany) following manufacturer instructions. Lin- cells were
prestimulated during 48 h (100 ng/ml mSCF, 100 ng/ml hIL-11)
as previously described [25] and seeded in retronectin-coated 6-
well plates for retroviral transduction either with pLZR (mock) or
pLZR-BJ particles. Two cycles of retroviral transduction with a
multiplicity of infection of 50 virus/cell were conducted, and cells
were finally washed and seeded in 6-well plates at 56104 cells/ml
for in vitro expansion. Cells were counted by trypan blue




Cells were treated with lysis buffer (0.1 M Tris pH 8, 0.3 M
NaCl, 2% NP-40, 1X EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail and
1X PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail [Roche]). Whole
cell lysates (50 mg) or anti-phosphotyrosine immunoprecipitates
(pTyr, BD Biosciences) (500 mg) were resolved by SDS-PAGE
under reducing conditions and blotted with the following
antibodies (Ab’s): anti-JAK2, anti-p-STAT5 (Cell Signaling,
Beverly, CA, USA), anti-STAT5, anti- IkBa (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-Bcl-xL (BD Biosci-
ences), anti-tubulin (Sigma-Aldrich), anti-TBP (Abcam, Cam-
bridge, UK) and secondary HRP-conjugated anti-mouse/anti-
rabbit antibodies (GE Healthcare, Bucks, UK). Enriched nuclear
Table 1. Primers and probes used for PCR analysis.
PCR
Gene




size (bp) Position (nt)
Qualitative BCR-JAK2 BCR-Fw-T GCCATGGTGGACCCGGTGG 55 35 2260 594–6121
JAK2-Rv-T AAGGTCATTTCTTTCATCCAGCC 3884–39062
Quantitative BCR-JAK2 FRET-probe-FL GTCTTGCGGACGCCCACGA-FL * 1211–12291
FRET-probe-LC640 LC640-GGTGGCCTCGGACACGACAACC+ 1188–12091
BCR-B-Fw CCCCCGGAGTTTTGAGGATTG 63 45 997 1547–15671
JAK2-3-Rv GGCCACAGAAAACTTGCTCTC 3576–35962
BCR BCR-B-Fw CCCCCGGAGTTTTGAGGATTG 63 45 301 1547–15671
BCR-B-Rv ATCGTTGGGCCAGATCTGCC 1828–18471
Bcl-xL Bcl-xL Fw TCAGAGCTTTGAGCAGGTAGTG 58 45 187 726–7473 552–5734
Bcl-xL Rv TCCCGTAGAGATCCACAAAAG 935–9553 761–7814
Osm Osm Fw AGAATCAGGCGAACCTCACGG 58 45 74 217–2375
Osm Rv GTGTGTTCAGGTTTTGGAGGC 271–2915
Gapdh Gapdh Fw AGAAGGTGGTGAAGCAGGCATC 58 45 116 820–8416
Gapdh Rv CGGCATCGAAGGTGGAAGAGTG 915–9366
H3 H3 Fw AAAGCCGCTCGCAAGAGTGCG 62 35 201 185–2057
H3 Rv ACTTGCCTCCTGCAAAGCAC 387–4067
Fw, forward; Rv, reverse; FL, fluorescein; LC640, LightCycler Red.
*,+: inverse and complementary probe sequences to human BCR;
1human BCR (NM_004327);
2human JAK2 (NM_ 004972);
3human Bcl-xL (BCLXL or BCL2L1) (NM_ 1385781);
4mouse Bcl-xL (BCL2-like 1 or Bcl2l1) (NM_ 009743) and
5mouse Osm (oncostatin M) (NM_001013365.2) [39];
6mouse Gapdh (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) NM_008084.2),
7human H3 (H3F3A) (NM_002107.3).
Primers for Bcl-xL and H3F3A are designed to hybridize with both human and mouse sequences (patient samples and Ba/F3 cells, respectively).
doi:10.1371/journal.pone.0032451.t001
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and cytoplasmic extracts were obtained using an NE-PER
extraction reagents kit (Thermo Scientific, Rockford, IL) after
10 min of cold hypotonic shock in 10 mM NaCl. Western blots
were visualized using SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Reagent (Thermo Scientific). Densitometry was performed using
Image-Gauge v3.46 software (FujiFilm, Tokyo, Japan).
Figure 1. Cloning and identification of BCR-JAK2 fusion gene. (a) Nested RT-PCR analysis with standard primers for p190 BCR-ABL
amplification (BCR-B and ABL3) on the ALL patient’s samples at diagnosis (PB, peripheral blood; BM, bone marrow) showing an unexpected PCR
product of 281 bp. PC: positive control (BCR-ABL+ p190); NC, healthy negative control. (b) Verification of the BCR-JAK2 fusion gene by RT-PCR analysis
using primers for BCR (BCR-B) and for the region flanking the stop codon of JAK2 (JAK2-Rv-T). NC, BCR-ABL+ p210; MW, molecular weight marker. The
1,370-bp product contains part of BCR exon 1 fused to exon 19 of JAK2 tyrosine-kinase. (c) Full-length BCR-JAK2 cDNA amplification. RT-PCR with
primers extending the start codon of BCR and the stop codon of JAK2. (d) Schematic diagram of the putative BCR-JAK2 fusion protein (strips
represent the fragment of the JAK2 domain JH2). Nucleotide (nt) and amino acid (aa) sequences below showed the BCR-JAK2 breakpoint region (red
lettering represents the common BCR and JAK2 triplet). Numbers indicate the nucleotide breakpoint position: 1767 for the BCR gene (NM_004327)
and 2929 for JAK2 (NM_004972). (e) Interphase nuclei of bone marrow cells at diagnosis after FISH analysis with a probe extending the 59 region of
BCR, showing three green signals indicating a translocation affecting one BCR allele. Schematic BCR gene structure and probe localization are
represented below the nuclei. (f) FISH analysis with BAC probes flanking JAK2. Co-localized green and red signals correspond to the normal JAK2
copy. Rearranged JAK2 allele is detected in the patient’s nucleus as single green and red signals. (g) FISH analysis for BCR-JAK2 translocation. Two BCR
(green) and two JAK2 (red) signals were observed in the control, whereas three BCR signals were detected in the patient, one of them fused with one
red signal, revealing fusion between BCR and JAK2. (h) BCR-JAK2 qPCR. Specific FRET-hybridization probes were used. Arbitrary values for BCR-JAK2
transcripts from diagnosis up to the present time are represented. Data were normalized with BCR. Molecular response was achieved before SCT. BM,
bone marrow; PB, peripheral blood.
doi:10.1371/journal.pone.0032451.g001
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Luciferase reporter assay
See Methods S1.
Apoptosis analysis by flow cytometry
Apoptosis was measured by the binding of Annexin-V and
the incorporation of 7-amino-actinomycin D (7-AAD) after
treatment with the inhibitors. Cells were washed twice with cold
PBS and then resuspended in 1X Binding Buffer (BD Biosciences)
at a concentration of 16106 cells/ml. Staining with annexin V-
phycoerythrin (PE) and 7-AAD was performed following the
manufacturer’s instructions (BD Biosciences). Samples were
analyzed through flow cytometry using an EPICS XL cytometer
(Beckman Coulter, Fullerman, CA, USA).
Tumorigenicity assays in nude mice
Ten female BALB/c OlaHsd-Foxn1nu/nu mice (Harlan Labo-
ratories Inc., Indianapolis, IN, USA) were subcutaneously injected
with 107 Ba/F3 cells expressing BCR-JAK2 together with EGFP
(right flank) and 107 Ba/F3-mock cells expressing only EGFP (left
flank). Mice were examined by palpation for tumor formation for
up to 20 days and then sacrificed by cervical dislocation and
analyzed in a 2000-MM Image Station (Kodak, Rochester, NY,
USA) to detect an EGFP signal. Tumors were extracted and
disaggregated with 20 mg/ml of collagenase IMDM (Sigma-
Aldrich) for 4 h prior to RNA extraction or flow cytometry
analysis in an EPICS XL (Beckman Coulter).
Results
BCR-JAK2 fusion gene identification and real–time PCR
analysis for minimal residual disease follow–up
Standard RT-PCR was performed to detect BCR-ABL using
RNA from bone marrow and peripheral blood samples at
diagnosis. The result for the M-BCR-ABL breakpoint region was
negative (data not shown), but for m-BCR-ABL the reaction
revealed a smaller product compared with the positive control
(Figure 1A). Sequence analysis revealed that this in-frame product
corresponded to the expected BCR exon 1 region, which is usually
found in the p190 BCR-ABL transcript fused to 90 bp correspond-
ing to JAK2 exon 19 and flanked by the ABL reverse primer
(ABL3) (Figure S1). In line with the results of recent cases of CML
[9,10] and AML [11], these data suggested the presence of a BCR-
JAK2 fusion gene. RT-PCR assays were performed on the same
samples (Figure 1B) with primers for BCR (BCR-B) and the stop
codon of JAK2 (JAK2-Rv-T, see Table 1). A specific band of
1,307 bp was obtained and sequenced, containing BCR and the
TK domain of JAK2. The full-length BCR-JAK2 cDNA was
amplified using primers flanking the start codon of BCR (BCR-Fw-
T) and the stop codon of JAK2 (JAK2-Rv-T). A specific band of
2,260-bp was obtained (Figure 1C), sequenced and subcloned. The
complete cDNA encoded a putative 749 amino acid polypeptide
with a predicted molecular mass of 83 kDa that contained the N-
terminal coiled-coil domain of BCR followed by the TK domain of
JAK2 (JH1) (Figure 1D).
An additional FISH analysis was performed (Figure 1E–G).
Using a 300-kb green probe extending the 59 BCR gene region, 3
signals were detected in 73 of 100 nuclei scored, suggesting that
one BCR allele is broken (Figure 1E). In addition, when specific 59
red and 39 green JAK2 flanking probes were used, three signals
were observed in 62 of 101 nuclei scored: one co-localized green-
red signal corresponding to the normal gene copy, and one red
signal and one green signal, suggesting a breakpoint within the
JAK2 locus (Figure 1F). Finally, hybridization with a green probe
for BCR and a red probe for JAK2 showed three green and two red
signals. One of the green split signals was fused with one red signal,
revealing a fusion between the BCR and JAK2 genes in 62 out of
150 (41.3%) nuclei scored (Figure 1G). A specific BCR-JAK2 real-
time PCR assay was designed for follow-up of minimal residual
disease (MRD). The patient acquired CMR five weeks after
induction therapy and prior to SCT, and CMR was maintained to
the present time (more than six years) (Figure 1H).
Ectopic expression of BCR-JAK2 renders hematopoietic
cells growth factor–independent
To investigate the transforming potential of BCR-JAK2, the
interleukin-3 (IL-3)-dependent Ba/F3 cell line was used as a model
[26] and transduced with the pLZR-IRES-EGFP retroviral vector
containing BCR-JAK2 cDNA (Ba/F3-BCR-JAK2) or the control
vector (Ba/F3-mock). As a consequence of BCR-JAK2 expression,
IL-3-independent Ba/F3 cells were obtained after 2–4 days of
culture, yet no independent cells were obtained with the control
vector. Interestingly, Ba/F3-BCR-JAK2 cells showed a cluster-
forming growth pattern when compared to Ba/F3-mock cells
(Figure 2A). Proliferative assays were developed with Ba/F3-BCR-
JAK2 and Ba/F3-mock cells growing either in the presence or
absence of IL-3 (Figure 2B). Ba/F3-BCR-JAK2 cells proliferated
at a comparable rate in both conditions and this rate was even
higher than Ba/F3-mock cells growing with IL-3. Cytokine-
independent Ba/F3 cells transduced with TEL-JAK2 were used as
a positive control because of its in vitro transforming ability
[27,28]. These data suggest that BCR-JAK2 conferred a
proliferative advantage and transformed hematopoietic cells in a
Figure 2. BCR-JAK2 renders Ba/F3 cells growth factor-indepen-
dent. Ba/F3 cells were transduced in three independent experiments
with pLZR-IRES-EGFP (pLZR) retroviral vector alone (Ba/F3-mock) or
pLZR carrying BCR-JAK2 (Ba/F3-BCR-JAK2). Ba/F3 cells transduced with
TEL-JAK2 were used as positive control (Ba/F3-TEL-JAK2). (a) Micropho-
tographs of cultured Ba/F3-mock growing with IL-3 and Ba/F3-BCR-
JAK2 and Ba/F3-TEL-JAK2 cells without IL-3 (620 magnification). (b) For
proliferation assays, 36105 cells were incubated in the presence or
absence of 10 ng/ml IL-3 for 5 days. Viable cells were counted daily by
trypan blue exclusion. Ba/F3-BCR-JAK2 cells proliferate either in the
presence or absence of IL-3. Results are given as mean 6 SD (n = 3).
doi:10.1371/journal.pone.0032451.g002
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similar way to TEL-JAK2 and other BCR-TK chimeric proteins
such as BCR-ABL, BCR-PDGFRA, or BCR-FGFR1 [29,30,31].
BCR-JAK2 is constitutively phosphorylated, triggering
STAT5 activation which translocates to the nucleus and
induces target gene expression on transduced Ba/F3 cells
To test whether Ba/F3 cells stably transduced with pLZR-BJ
expressed tyrosine-phosphorylated BCR-JAK2 and activated
STAT5, cellular lysates were immunoprecipitated with anti-pTyr
Ab and immunoblotted with anti-JAK2 to detect pJAK2. A
tyrosine-phosphorylated product of approximately 90 kDa corre-
sponding to the chimeric protein was detected in Ba/F3-BCR-
JAK2 cells, whereas no such product was seen in Ba/F3-mock cells
(Figure 3A). Therefore, BCR-JAK2, as TEL-JAK2 [6], was
expressed and constitutively phosphorylated on transduced cells.
It is worth noting that TEL-JAK2 protein expression is higher
than BCR-JAK2 in transduced-Ba/F3 cells and this could explain
their higher growth rate depicted in figure 2B. To investigate
whether BCR-JAK2 induced STAT5 activation, Western blot was
performed using anti-pSTAT5 and anti-STAT5 Ab’s, revealing
STAT5 phosphorylation in all Ba/F3 cells tested, with increased
p-STAT5 levels in Ba/F3-mock cells growing with IL-3 and Ba/
F3-BCR-JAK2 and -TEL-JAK2 transduced cells (Figure 3A).
When enriched cytoplasmic and nuclear fractions from total cell
lysates were isolated, pSTAT5 was detected in the enriched
nuclear fraction of these three cell types, suggesting functional
STAT5 activation (Figure 3B). To investigate the subcellular
localization of BCR-JAK2, transiently transfected HEK293T cells
were analyzed by immunofluorescence with anti-JAK2 Ab. No
signal was detected on HEK293T-mock cells, whereas HEK293T-
BCR-JAK2 transfected cells showed intense staining for JAK2 in
the cytoplasm (Figure S2). Taken together, these results suggest
that BCR-JAK2 is located in the cytoplasm and induces cytokine-
independent STAT5 phosphorylation and translocation into the
nucleus.
To demonstrate STAT5 biological activity, qPCR of Bcl-xL
gene expression was performed on transduced Ba/F3 cells
(Figure 3C), given its upregulation upon STAT5 activation in
Figure 3. BCR-JAK2 is constitutively phosphorylated, triggering STAT5 activation which translocates to the nucleus and induces
STAT5 target gene expression on transduced Ba/F3 cells. (a) Western blot analysis of Ba/F3 cells infected with BCR-JAK2, TEL-JAK2 or vector
alone (mock). Cellular lysates were immunoprecipitated with anti-pTyr Ab and immunoblotted with anti-JAK2 Ab to see pJAK2 (upper panel:
endogenous JAK2: 130 kDa, BCR-JAK2: 90 kDa, TEL-JAK2: 72 kDa). TEL-JAK2 protein expression is higher than BCR-JAK2 in transduced Ba/F3 cells.
Whole cell lysates were probed with anti-pSTAT5 and anti-STAT5 Ab’s (bottom). The expression levels of Tubulin were used as a loading control. (b)
Enriched cytoplasmic (C) and nuclear (N) extracts from Ba/F3-mock,Ba/F3-BCR-JAK2 and Ba/F3-TEL-JAK2 cells were prepared from total cell lysates
and blotted with anti-pSTAT5 Ab. TATA-Binding protein (TBP) and IkBa were used as loading controls for enriched nuclear and cytoplasmic fractions,
respectively. (c) Expression of Bcl-xL, Osm and Socs2 in Ba/F3-mock, Ba/F3-BCR-JAK2 and Ba/F3-TEL-JAK2 cells by qPCR. For comparative purposes,
mRNA levels in untreated cells were normalized to 1. Bars represent fold changes of each gene normalized using GADPH levels. Results are given as
mean 6 SEM (n = 3).
doi:10.1371/journal.pone.0032451.g003
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response to cytokines [32,33,34] and leukemic fusion proteins
[35,36]. Two to three-fold upregulation in Bcl-xL expression was
detected in Ba/F3-BCR-JAK2 and Ba/F3-mock cells growing
with IL-3 suggesting cytokine-independent BCR-JAK2-mediated
upregulation of Bcl-xL. Moreover, the quantification of Bcl-xL
using RNA from the patient sample at diagnosis revealed
increased expression of this gene compared with samples in
CMR (Figure S3). In addition, luciferase reporter assays in
HEK293T-BJ cells co-transfected with a plasmid bearing the
promoter region of Bcl-xL containing a STAT binding element
showed that BCR-JAK2 induced Bcl-xL promoter activation
(Figure S4). As expected, HEK293T-mock cells were unable to
induce Bcl-xL activation, whereas HEK293T cells transfected with
a constitutively active STAT5 construct showed enhanced Bcl-xL
activation. Therefore, we conclude that BCR-JAK2 elicited Bcl-xL
promoter activation.
In addition to Bcl-xL expression, we have investigated other
STAT5 target genes as oncostatin M (Osm) and suppressor of
cytokine signaling-2 (Socs2) [27,37,38,39] (Figure 3C). As expected,
both genes had increased expression in Ba/F3-BCR-JAK2, TEL-
JAK2 [27] and mock cells growing with IL-3.
TG101209 abrogated BCR-JAK2 activation and STAT5
phosphorylation leading to downregulation of STAT5
target gene transcription
TG101209 is a potent and selective inhibitor of JAK2
(IC50 = 6 nM) that induces cell cycle arrest and apoptosis in Ba/
F3 cells expressing the JAK2V617F mutation (IC50 = 170 nM) and
in JAK2V617F-expressing acute myeloid leukemia cells through
the inhibition of pJAK2V617F and pSTAT5 [19]. Therefore, Ba/
F3 cells expressing BCR-JAK2, TEL-JAK2 or Ba/F3-mock cells
were treated with TG101209 for 12 h and compared with the
vehicle DMSO-treated cells. To analyze cell viability, dose-
dependent kinetic assays were performed and 1 mM TG101209
dose was selected (Fig. 4A). Interestingly, this assay revealed a
higher susceptibility of Ba/F3-BCR-JAK2 and Ba/F3-TEL-JAK2
cells to TG101209 compared with Ba/F3-JAK2V617F cells [19].
Cellular lysates were immunoprecipitated with anti-pTyr Ab and
immunoblotted with anti-JAK2 to detect pJAK2 (Figure 4B, upper
panel). Densitometry analysis revealed a 76% inhibition rate of
BCR-JAK2 phosphorylation at 12 h of treatment compared to
10% inhibition of pTEL-JAK2 but this could be due to the higher
TEL-JAK2 expression. Endogenous JAK2 phosphorylation was
also inhibited, as previously described [19]. However, phosphor-
ylation of endogenous JAK2 is not seen or inconsistently detected
in Ba/F3-BCR-JAK2 cells as it has been on Ba/F3 cells
transduced with TEL-JAK2 [27,28,40,41]. Whole cell lysates
from the same experiment were used and probed with anti-
pSTAT5 Ab to detect whether BCR-JAK2 inhibition impaired
STAT5 activation (Figure 4A, lower panel). STAT5 phosphory-
lation on Ba/F3-BCR-JAK2, Ba/F3-TEL-JAK2 and IL-3-starved
Ba/F3-mock cells was almost completely inhibited, whereas Ba/
F3-mock cells growing with IL-3 showed 40% inhibition. Bcl-xL
expression was inhibited by 40% on TG101209-treated Ba/F3-
BCR-JAK2 cells whereas on Ba/F3-mock and Ba/F3-TEL-JAK2
cells this inhibition was lower. qPCR for Bcl-xL, Osm and Socs2
transcript detection was performed on Ba/F3-mock, Ba/F3-BCR-
JAK2 and Ba/F3-TEL-JAK2 cells treated with TG101209 for
12 h. (Figure 4C). Both treated BCR-JAK2 and TEL-JAK2-
expressing cells showed inhibition of Bcl-xL, Osm and Socs2
expression. Taken together, these data suggest that TG101209
inhibited STAT5 activation and STAT5-mediated induction of
Bcl-xL, Osm and Socs2 through inhibition of both chimeric proteins
in transduced Ba/F3 cells and inhibition of endogenous JAK2 in
Ba/F3-mock cells growing with IL-3.
TG101209 induces Ba/F3-BCR-JAK2 cell death by
apoptosis
To determine whether TG101209 inhibitor induced apoptosis
of BCR-JAK2 and TEL-JAK2-expressing cells, as previously
described for cell lines bearing the JAK2V167F mutation [19],
Annexin-V binding assays were performed using flow cytometry
(Figure 5A). Treatment of Ba/F3-BCR-JAK2 cells with
TG101209 (1 mM) for 24 h resulted in an increase of approxi-
mately 80% in Annexin-V/7-AAD–positive cells. As expected,
TG101209 only showed a modest increase in apoptosis of Ba/F3
mock cells growing with IL-3 (Figure 5B), thus demonstrating that
induction of apoptosis in Ba/F3-BCR-JAK2 cells was a conse-
quence of BCR-JAK2 inhibition. The rate of apoptotic Ba/F3-
TEL-JAK2-treated cells was slightly lower than Ba/F3-BCR-
JAK2-treated cells in accordance with their reduced susceptibility
to TG101209 (Figure 4A). This could be due to higher levels of
TEL-JAK2 protein expression (Figures 3A and 4B).
Nude mice injected with Ba/F3 cells expressing BCR-JAK2
develop tumors
The oncogenic properties of leukemic fusion proteins have
already been described in a nude mice model [42]. In order to
assess the tumorigenic potential of BCR-JAK2, ten nude mice
were subcutaneously injected on the right side above the hind legs
with Ba/F3-BCR-JAK2 cells and on the left side with Ba/F3-
mock cells. Three mice died of nonrelated events and the rest were
analyzed 20 days later, when tumors were clearly observed on the
right side in all of them (Figure 6A, left panel). As expected, none
of the mice developed tumors on the left side where Ba/F3-mock
cells were injected. Considering that cells expressing BCR-JAK2
also co-express EGFP, its expression was confirmed in all tumors
using a digital photostation (Figure 6A, right panel). In contrast, no
EGFP signal was detected in the flank injected with Ba/F3 mock
cells. Tumors were disaggregated and cells were analyzed by flow
cytometry, which rendered at least 50% EGFP-expressing cells
(Figure 6B). EGFP-negative cells found in those samples could be
host accessory tumor cells as connective, epithelial and endothelial
cells, although methylation events downregulating EGFP expres-
sion on BCR-JAK2-bearing cells could not be excluded [43,44].
RT-PCR analysis on RNA isolated from three different tumors
showed specific amplification of BCR-JAK2 in every case
(Figure 6C). We therefore conclude that BCR-JAK2 conferred
oncogenic properties to Ba/F3 cells.
Primary progenitor cells transduced with BCR-JAK2 show
increased proliferation
To test whether mouse primary progenitor cells transduced with
BCR-JAK2 have increased survival, transduction of lineage
negative (Lin2) cells selected from bone marrow of Balb/c mice
was performed and in vitro expansion was carried out (Figure 7).
Lin2 cells transduced with pLZR-BJ showed an increase in
proliferation capacity compared to wild type or pLZR-mock
transduced cells. In fact, Lin2 BCR-JAK2-transduced cells lasted
longer than 3 months in vitro (data not shown) while proliferation
of control samples decreased after 30 days in culture. These data
suggest that besides the proliferative advantage and ability to
transform hematopoietic cell lines (Figure 2), BCR-JAK2
increased survival of primary hematopoietic progenitor cells.
These findings are in agreement with in vivo transforming abilities
as previously described for other leukemogenic proteins [45,46].
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Discussion
Two-thirds of adult patients with ALL do not have molecular
markers associated with the disease; therefore, the search for new
markers is an active area of research. We present the unique case
of a patient suffering from ALL with a complex karyotype at
diagnosis and harboring a BCR-JAK2 fusion gene. Three
additional studies report this translocation in leukemia patients.
In contrast with the case presented here, the clinical diagnoses
were found in atypical CML [9,10] and AML [11]. Our finding
indicates that this translocation is not restricted to the myeloid
lineage. Interestingly, in one of the CML-like cases, the break-
points in BCR and JAK2 were the same as in our case, whereas in
the AML case the breakpoint in BCR was similar to that of p210
BCR/ABL and was in exon 11 for JAK2. Unlike our case, the
patients in the cases mentioned above died after developing a blast
crisis.
Specially designed qPCR to detect BCR-JAK2 is a new tool for
molecular diagnosis and follow-up of MRD. In the case presented
here, persistence of undetectable MRD correlated with complete
genetic and clinical response maintained to the present day. This
could be due to the early molecular response achieved prior to
SCT [47]. Further studies and more case report data are necessary
to determine whether BCR-JAK2-positive myeloid/lymphoid
neoplasms represent a distinct clinical-pathological entity.
The BCR-JAK2 protein contains the BCR coiled-coil domain
fused to the JH1-tyrosine-kinase domain of JAK2. Native JAK2 in
normal cells is phosphorylated by oligomerization of growth factor
or cytokine receptors, whereas ligand-independent oligomerization
of receptor and non-receptor TK in leukemias and solid tumors
have been reported [15]. Therefore, in BCR-JAK2, it could be
hypothesized that the kinase domain of JAK2 was activated
through oligomerization mediated by the coiled-coil domain of
BCR, as occurred in the constitutive activation of BCR-ABL [48].
Figure 4. TG101209, a JAK2 inhibitor, down-regulates JAK2, BCR-JAK2, and STAT5 tyrosine-phosphorylation, as well as target gene
expression of Ba/F3-BCR-JAK2 transduced cells. (a) Sigmoidal dose-response curve showing viability of Ba/F3-mock growing with IL-3
(IC50 = 3180 nM) and Ba/F3-BCR-JAK2 and Ba/F3-TEL-JAK2 growing in absence of IL-3 (IC50 = 246 and 369 nM, respectively). The percentage of
growth, relative to that of cells in the absence of drug, is plotted for increasing concentrations of TG101209 (where X axis is the logarithm of
concentration). (b) Western blot analysis of transduced Ba/F3 cells treated for 12 h with 1 mM TG101209 (TG) or the vehicle (DMSO). Cellular lysates
were immunoprecipitated with anti-pTyr Ab and immunoblotted with anti-JAK2 (upper panel). Whole cell lysates were probed with anti-pSTAT5,
anti-STAT5 and anti-Bcl-xL Ab’s (bottom). The expression levels of Tubulin were used as a loading control. STAT5 levels were used as a loading control
for pSTAT5. (c) qPCR for Bcl-xL, Osm and Socs2 expression on Ba/F3-mock, Ba/F3-BCR-JAK2 and Ba/F3-TEL-JAK2 cells treated for 12 h with 1 mM
TG101209. For comparative purposes, mRNA levels in untreated cells were normalized to 1. Bars represent fold changes of each gene after
normalization with GADPH levels. Samples from three independent experiments were measured. Results are given as mean 6 SEM (n = 3).
doi:10.1371/journal.pone.0032451.g004
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Here, we report that Ba/F3 cells transformed to growth factor-
independence by BCR-JAK2 showed STAT5 phosphorylation
and translocation into the nucleus. These findings are consistent
with the reported activation of the JAK-STAT pathway in
transformed BCR-ABL and TEL-JAK2 cells, suggesting an
essential role for STAT5 in both cellular transformation and
maintenance of disease by TK fusion proteins or the Abelson
virus [49,50,51]. In normal hematopoietic cells, STAT5 is
activated by a wide variety of cytokines that promote differen-
tiation, proliferation, and suppression of apoptosis by regulating
expression or phosphorylation of BcL-2 gene family members
[32]. The anti-apoptotic effect mediated by STAT5 activation in
hematopoietic progenitors is partially based on the transcriptional
regulation of Bcl-xL gene expression in response to IL-3 [33] and
to BCR-ABL in transformed cells [35,36]. Consistent with this,
we found Bcl-xL expression on Ba/F3-BCR-JAK2 cells in the
absence of growth factor, suggesting that the JAK2/STAT5/Bcl-
xL pathway could be responsible for Ba/F3-BCR-JAK2 cell
proliferation and survival. However, we cannot exclude the
participation of the BCR moiety in these activation processes
[52,53]. Further studies to evaluate whether different partners
could modify the chimeric protein behaviour through specific
downstream signal transduction effectors would thus be of
interest. It is worth noting that Bcl-xL expression was enhanced
in the patient samples at diagnosis compared with those taken
during remission, as previously described in a variety of human
cancers, including AML [54]. Moreover, luciferase assays with
HEK293T cells showed that BCR-JAK2 has the ability to induce
the Bcl-xL promoter.
Fusion TK’s involved in leukemic processes are localized to the
cytoplasm, where they maintain activated downstream effectors.
Accordingly, we detected BCR-JAK2 protein in the cytoplasm,
while pSTAT5 was found in the nucleus of Ba/F3-BCR-JAK2
cells as previously described for Ba/F3 expressing TEL-JAK2
[28].
TG101209-treated BCR-JAK2-expressing cells impaired both
endogenous JAK2 and BCR-JAK2 phosphorylation and, conse-
quently, STAT5 activation and Bcl-xL expression, all resulting in
triggering of apoptosis. Treatment of Ba/F3-mock cells in the
presence of IL-3 showed a lower inhibition of wild type JAK2 and
Figure 5. TG101209 induces apoptosis of Ba/F3-BCR-JAK2 cells. Ba/F3-mock growing with IL-3, Ba/F3-BCR-JAK2 and Ba/F3-TEL-JAK2 cells
(105/ml) were grown in 24-well plates and treated either with DMSO or 1 mM TG101209 (TG) for 24 h. Ba/F3-mock cells growing for 24 h without IL-3
were dead (data not shown). Apoptosis was measured using flow cytometry analysis as the percentage of cells expressing annexin-V/7-AAD on the
cell surface. (a) One representative experiment out of three is shown. (b) Quantification of apoptotic cells. Results are given as mean 6 SEM (n = 3).
doi:10.1371/journal.pone.0032451.g005
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Figure 6. Nude mice injected with Ba/F3-BCR-JAK2 cells develop tumors. Mice were subcutaneously injected with 107 Ba/F3-mock cells (left
flank) and Ba/F3-BCR-JAK2 cells (right flank). (a) Left panel: white light photograph showing mice bearing a tumor only on the right side, where Ba/
F3-BCR-JAK2 cells were injected (black arrows). Right panel: EGFP+ tumor (white arrows) captured on a digital photostation showing the reflected
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STAT5 phosphorylation, as well as Bcl-xL protein expression.
Also, apoptosis was lower than in Ba/F3-BCR-JAK2-treated cells,
probably due to the anti-apoptotic role reported for IL-3
activation [36].
Finally, the usefulness of immunodeficient mice models to assess
the propagation of oncoprotein-expressing cell lines [55], and to
confirm their ability to produce tumors has been well established
[42]. Here, we have shown how Ba/F3-BCR-JAK2 cells are able
to induce tumors in nude mice, thus indicating that BCR-JAK2
has oncogenic properties. Further research will be developed to
evaluate whether mouse Lin- progenitors transduced with BCR-
JAK2 are able to induce a hematopoietic disease in lethally
irradiated recipient mice. Interestingly, this model will also serve as
a useful approach for testing new JAK2 inhibitors such as
TG101209.
Our results demonstrate that BCR-JAK2 is a hyperactive TK
with transforming and tumorigenic properties based on sustained
STAT5 activation and Bcl-xL induction leading to increased
survival. Thus, we hypothesize that BCR-JAK2 could play a
central role in the induction of lymphoproliferative disease in this
patient. Further studies are necessary to elucidate the incidence of
BCR-JAK2 fusion in the development of leukemia in the general
population. JAK2 inhibitors abrogate BCR-JAK2 function by
blocking the JAK2/STAT5 activation pathway, which in turn
leads to cell death by apoptosis. We believe that abnormal fusion
transcripts involving JAK2 should be investigated in patients with
atypical CML and acute types of leukemia. JAK2 inhibitors
warrant further investigation for use alone or in combination with
standard chemotherapy in treating human cancers with elevated
JAK2 activity.
Supporting Information
Figure S1 BCR-JAK2 breakpoint region sequence. (a) PCR
product sequence (281 bp) obtained at diagnosis with the
BCR-ABL primers used for p190 detection. Green, BCR-B
primer sequence; black, BCR (exon 1); red, JAK2 (exon 19);
blue, complementary sequence of ABL3 primer used for the
first PCR amplification. The open reading frame is maintained.
(b) Detailed sequence alignment analysis of reverse ABL3
primer (blue) showing 14 nucleotides (red) complementary to
the flanking region of JAK2 sequence shown in (a).
(TIF)
Figure S2 BCR-JAK2 is located in the cytoplasm. Immunoflu-
orescence analysis of HEK293T cells transiently transfected with
pLZR carrying BCR-JAK2 (HEK293T-BJ) or control vector
(HEK293T-mock) analyzed by confocal microscopy. Transfected
cells were detected by EGFP expression. JAK2 expression was
shown in red only in the cytoplasm of HEK293T-BJ cells. The
merged image showed nuclei stained with DAPI (blue), EGFP
(green), and anti-JAK2 Ab (red) on HEK293T-BJ transfected cells.
Scale bar = 5 mm.
(TIF)
Figure S3 Quantification of Bcl-xL expression in the samples from
the patient at diagnosis and at complete molecular remission (CMR)
for BCR-JAK2. Bars represent relative Bcl-xL levels normalized
using H3 and results are given as mean 6 SD (n = 3).
(TIF)
Figure S4 BCR-JAK2 elicited BcL-xL promoter activation.
Luciferase assay of HEK293T cells transiently co-transfected with
a plasmid bearing the promoter region of BcL-xL tagged to
luciferase (pGL2-pmter Bcl-xL 0.6R) together with plasmids coding
for either BCR-JAK2 or a constitutively active STAT5. Luciferase
activity induction was calculated as firefly/renilla luciferase activities
and normalized using control vector-transfected levels. One
representative experiment out of three is shown due to the high
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image of the mice (right side). No EGFP expression was detected when Ba/F3-mock cells were injected (left side). (b) Flow cytometry analysis of EGFP-
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